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O presente estudo revela que o tratamento oral com os triterpenos pentacíclicos 
betulina (30 mg/mg), ácido ursólico (50 mg/kg) e ácido oleanólico (30 mg/kg) 
reduziu a hiperalgesia mecânica induzida pela injeção intraplantar (i.pl.) de 
Adjuvante Completo de Freund (CFA) e pela ligação parcial do nervo ciático 
(LPNC). De maneira similar, o tratamento oral com a mistura de isômeros ,-
amirina (30 mg/kg) significativamente reduziu a hiperalgesia mecânica e 
térmica induzida pelo CFA ou pelo procedimento de LPNC. Demonstrou-se 
também que a propriedade analgésica da mistura de isômeros ,-amirina em 
modelos experimentais de dor persistente é mediada pela ativação direta dos 
receptores canabinóides CB1 e CB2. O tratamento oral com ,-amirina foi tão 
efetivo quanto o tratamento realizado com os agonistas seletivos ACEA (CB1, 
10 mg/kg; intra-peritoneal [i.p.]) ou JWH-133 (CB2, 10 mg/kg; i.p.) em reduzir 
a hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA. O pré-tratamento 
com o antagonista seletivo do receptor CB1, AM251 (1 mg/kg; i.p.) ou do 
receptor CB2, AM630 (3 mg/kg; i.p.), bem como o bloqueio da expressão desses 
receptores através do tratamento com oligonucleotídeo anti-sense (ODN-AS), 
foram igualmente eficazes em reverter o efeito anti-hiperalgésico demonstrado 
pela ,-amirina. O ensaio de ligação específica demonstrou que ,-amirina 
pode atuar como um agonista de receptores canabinóides. No ensaio de ligação 
específica, o composto demonstrou uma grande afinidade pelo receptor CB1 (Ki 
= 0,133 nM) e uma menor afinidade pelo receptor CB2 (Ki = 1.989 nM). O 
tratamento com ,-amirina, ACEA ou JWH-133, em doses efetivas contra a 
hiperalgesia, não causou qualquer distúrbio de comportamento quando avaliado 
no ensaio da tétrade. Além disso, ,-amirina demonstrou uma potente ação 
antiinflamatória, ao inibir a produção/liberação das citocinas interleucina-1 
(IL-1), fator de necrose tumoral- (TNF-), interleucina-6 (IL-6) e da 
quimiocina derivada de queratinócitos (KC), bem como a atividade da 
mieloperoxidase, tanto na pata quanto na medula espinhal de camundongos. O 
tratamento com ,-amirina também foi efetivo em prevenir a ativação do fator 
de necrose kappa B (NF-kB) e da proteína de ligação ao elemento responsivo 
AMP cíclico (CREB) e diminuir a expressão da ciclooxigenase-2 (COX-2) na 
pata de camundongos submetidos à injeção i.pl. de CFA ou na medula espinhal 
de camundongos submetidos ao procedimento de LPNC. Os resultados do 
presente trabalho demonstram, portanto que a ,-amirina exibe propriedades 
anti-hiperalgésicas e antiinflamatórias quando avaliadas em dois modelos de dor 
persistente, via ativação dos receptores canabinóides e pela inibição da 
produção/liberação de citocinas pró-inflamatórias e inibição da expressão de 














The present study reveals that the oral treatment with the pentacyclic triterpenes 
betulin (30 mg/kg), ursolic acid (50 mg/kg) and oleanolic acid (30 mg/kg) 
reduced the mechanical hyperalgesia induced by intraplantar Complete Freund’s 
adjuvant (CFA) injection and partial sciatic nerve ligation (PSNL). Similarly, 
oral treatment with a mixture of isomers ,-amyrin (30 mg/kg) significantly 
reduced mechanical and thermal hyperalgesia induced by i.pl. injection of CFA 
or PSNL. The analgesic property of the mixture of isomers ,-amyrin in 
experimental models of persistent pain is mediated by direct activation of 
cannabinoid CB1 and CB2 receptors. Oral treatment with ,-amyrin was as 
effective as the treatment with selective cannabinoid receptor agonists ACEA 
(CB1, 10 mg/kg; intraperitoneal [i.p.]) or JWH-133 (CB2, 10 mg/kg; i.p.) in 
reducing mechanical hyperalgesia induced by i.pl. injection of CFA. Pre-
treatment with selective of CB1 receptor antagonist AM251 (1 mg/kg; i.p.) or 
CB2 receptor antagonist AM630 (3 mg/kg; i.p.), as well as knockdown of these 
receptors through anti-sense oligonucleotide (AS-ODN) treatment, were equally 
effective in reversing the anti-hyperalgesic effect shown by ,-amyrin. 
Receptor binding assays showed that ,-amyrin may act as a cannabinoid 
receptor agonist, showed great affinity by CB1 receptor (Ki = 0,133 nM) and low 
affinity for CB2 receptor (Ki = 1.989 nM). Treatment with ,-amyrin, ACEA 
or JWH-133, at anti-hyperalgesic doses, did not promote behavioral 
modifications in the tetrad assay. Moreover, ,-amyrin showed potent anti-
inflammatory action, inhibiting production/secretion of cytokines interleukin-1 
(IL-1), tumoral necrosis factor- (TNF-), interleucin-6 (IL-6) and 
keratinocyte-derived chemokine (KC), as well as myeloperoxidase activity, in 
the paw and spinal cord of mice. The isomer mixture ,-amyrin was also 
effective in preventing the activation of nuclear factor kappa B (NF-kB) and 
cyclic AMP response element binding (CREB) and reduced the expression of 
cyclooxigenase-2 (COX-2) in the paw and spinal cord of i.pl. CFA injection and 
PSNL mice, respectively. Our results show that ,-amirin exhibits anti-
hyperalgesic properties when assessed in two models of persistent pain, acting 
via cannabinoid receptor activation and inhibition of production/secretion of 
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JNK C-Jun-N-terminal quinase 
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Ki Constante de inibição 
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LPS Lipopolissacarídeo 
MAPK Proteínas quinases ativadas por mitógenos 
min Minutos 
Nav1.7-1.9 Canal iônico de Sódio 
NF-kB Fator de transcrição NF-kappa B 
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OMS Organização Mundial de Saúde 
PBS Solução salina tamponada com tampão fosfato 
PFA Paraformaldeído 
PGE2 Prostaglandina E2 
PKA Proteína quinase A 
PKC Proteína quinase C 
SNC Sistema Nervoso Central 
SNP Sistema Nervoso Periférico 
THC Tetrahidrocanabinol 
TMB Tetrametilbenzina 
TNBS Ácido 2,4,6 trinitrobenzeno sulfônico 
TNF- Fator de necrose tumoral – alfa 
TPA 12-O-tetradecanoilforbol acetato 
v.o. Via oral 
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1.1. Dor  
A maioria das enfermidades que acometem a humanidade, a 
maioria delas é acompanhada pela sensação de dor, e estima-se que a 
prevalência da dor com caráter crônico tenha aumentado 
consideravelmente, juntamente com os gastos com seu tratamento 
(Dackis & O’Brien, 2005). Hoje, a dor crônica é considerada o mais 
subestimado problema de saúde, e afeta de maneira intensa a qualidade 
de vida dos indivíduos acometidos (Abdu-Saad, 2010). Segundo a 
Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), uma em cada 
cinco pessoas sofre de dor crônica de intensidade moderada a grave, e 
uma em cada três destas é incapaz de manter um estilo de vida 
independente e com qualidade. Além disso, metade a 2/3 das pessoas 
que sofrem de dor crônica são incapazes de se exercitar, dormir 
normalmente, freqüentar eventos ou desenvolver atividades sociais e 
realizar atividades normais do dia-a-dia, como caminhar, dirigir e 
pentear o cabelo (Smith et al., 2000; Barkin et al., 2007). 
 A dor pode ser modificada por uma série de experiências que 
envolve não somente a transmissão do estímulo nocivo, mas também 
fatores emocionais, sociais, culturais, ambientais e cognitivos (Ji, 2004; 
Huda, 2010). Enquanto modalidade de percepção sensorial, a dor 
constitui um sistema de alarme, cujo papel é de proteger o organismo de 
uma lesão tecidual, através da ativação de mecanismos que envolvem 
vias reflexas espinhais e supra-espinhais (Le Bars et al., 2001; Costigan 
et al., 2009; Huda, 2010). Para desempenhar este papel protetor, 
estímulos térmicos, químicos e mecânicos são detectados pelas 
terminações periféricas sensoriais de neurônios aferentes primários, 
chamados de nociceptores, que são responsáveis por transmitir o sinal 
nociceptivo da periferia até neurônios secundários do corno dorsal da 
medula espinhal. Na medula espinhal os neurônios de segunda ordem, 
presentes no corno dorsal, irão transmitir a informação elétrica para o 
tronco cerebral e tálamo, que por sua vez retransmitem o sinal para o 
córtex, hipotálamo e sistema límbico (Basbaum et al., 2009; Bingham et 
al., 2009).  
 A transmissão do impulso nervoso ocorre através da ativação 
de três tipos distintos de fibras sensoriais, classificadas de acordo com a 
velocidade de condução do estímulo e do papel na transdução de 
informações sensoriais. As fibras responsáveis pela transmissão de 
estímulos proprioceptivos (toque leve e pressão) e que também estão 
envolvidas na resposta reflexa do organismo são do tipo Aβ, com alta 
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velocidades de condução (> 30 m/s), altamente mielinizadas e com 
baixo limiar de ativação. Os dois outros tipos de fibras, Aδ e C, são 
primariamente nociceptores, possuindo alto limiar de ativação e 
respondendo principalmente a estímulos que podem resultar em lesões 
teciduais. As fibras Aδ são pouco mielinizadas e as fibras C são 
amielinizadas, com velocidade de condução moderada (2–30 m/s) e 
lenta (≤ 2 m/s), respectivamente; juntas constituem a maioria dos 
neurônios presentes no sistema nervoso periférico  (Basbaum et al., 
2009). 
Apesar de seu papel protetor fisiológico, a dor frequentemente 
perde essa função quando adquire um caráter crônico. Sua longa 
duração está relacionada a alterações adaptativas como 
neuroplasticidade do sistema nervoso, induzindo à hipersensibilidade, 
perda do controle inibitório da dor e reorganização do circuito neuronal 
do corno dorsal (Basbaum et al., 2009; Costigan et al., 2009).  A dor 
crônica é geralmente causada por lesões ou doenças que superam a 
capacidade do organismo de reverter este quadro, podendo persistir até 
mesmo após o desaparecimento do trauma inicial, estendendo-se por 
meses ou anos (Costigan et al., 2009).   
Estima-se que um terço da população apresentará algum tipo de 
dor crônica durante a vida. Na medida em que se vive mais, cresce o 
número de pessoas com doenças reumáticas, câncer, doenças 
degenerativas ou infecciosas que podem provocar dores crônicas (Abdu-
Saad, 2010). Dentre os diferentes quadros de dor crônica, destacam-se 
os de dor neuropática e de dor inflamatória de caráter persistente como 
sendo os mais graves e de difícil tratamento.  
 
1.2. Dor neuropática 
A dor neuropática é classificada como “uma consequência direta 
de uma lesão tecidual ou doença que afeta o sistema somatosensorial” 
(Loeser e Treede, 2008). Mais do que um sintoma, a dor neuropática é a 
própria doença, pois a sensação de dor é interminável, podendo durar 
anos ou décadas após a lesão inicial. Esta dor pode ser resistente a vários 
tratamentos e, freqüentemente está associada à ansiedade, medo, 
depressão e insônia que conjuntamente são debilitantes, incapacitando o 
paciente de realizar ações do cotidiano (Costigan et al., 2009; Abu-Saad, 
2010; Dworkin et al., 2010).  
O surgimento da lesão nervosa pode ocorrer devido a um trauma 
mecânico, doenças metabólicas (diabetes), uso crônico de medicamentos 
neurotóxicos (quimioterápicos), infecções (HIV) ou até mesmo por 




A lesão de nervos periféricos é freqüentemente acompanhada de 
inflamação local transitória, a qual contribui para o início da sensação de 
dor. Sendo assim, na dor neuropática estão envolvidos múltiplos 
mediadores inflamatórios (Woolf, 2010a; Ji & Strichartz, 2004). Estudos 
mostram que a extensão da hiperalgesia está diretamente relacionada 
com a extensão da resposta inflamatória no sítio da lesão do nervo. 
Além disso, drogas antiinflamatórias aliviam a hiperalgesia em modelos 
animais de dor neuropática, com lesão de nervos periféricos (Bennett et 
al., 2000; Woolf, 2010a). 
Na dor neuropática a ação dos mediadores sobre seus receptores, 
tanto em nervos periféricos quanto centrais, inicia uma cascata de 
sinalização resultando na sensibilização das fibras nociceptivas, 
ocasionando um aumento na responsividade (hipersensibilidade) a 
estímulos mecânicos e térmicos no sítio da lesão (Kiguchi et al., 2009; 
Gao e Ji, 2010). Além disso, há um aumento significativo na quantidade 
de canais catiônicos, principalmente de cálcio (Cav2.2) e sódio (Nav1.7-
1.9) dependentes de voltagem ao longo dos neurônios, os quais são 
importantes para a condução de potenciais de ação que, na dor 
neuropática, são também relevantes para a geração de disparos ectópicos 
(Altier et al., 2007). 
 Os disparos ectópicos são uma das principais características da 
dor neuropática, pois contribuem para a hiper-excitabilidade dos 
neurônios do corno dorsal da medula espinhal, provocando assim 
reorganização e alterações nas fibras sensoriais, resultando na 
amplificação do quadro nociceptivo (Costigan et al., 2009).  
Em estados não patológicos, as fibras nociceptivas primárias Aδ e 
C terminam nas lâminas superficiais I e II do corno dorsal da medula 
espinhal, enquanto que fibras altamente mielinizadas e não nociceptivas 
(Aα e Aβ) têm suas terminações nas lâminas III e V (Basbaum et al., 
2009). Já no processo de dor neuropática, há uma reorganização 
anatômica das fibras Aβ, que passam a fazer sinapse na lamina II da 
medula espinhal, transmitindo estímulos nocivos através da ativação de 
neurônios nociceptivos espinhais por estímulos inócuos (Woolf, 2010b; 
Ji et al., 2007; Miraucourt et al., 2007).  
A sensibilização central é uma das características mais marcantes 
da dor neuropática, caracterizada pelo aumento da ativação dos 
neurônios e circuitos nociceptivos devido ao aumento na excitabilidade 
das membranas neuronais e à facilitação sináptica. Isto resulta em um 
aumento dos sinais nociceptivos, ocasionando um estado de facilitação, 
potencialização e até mesmo amplificação dos sinais vindos da periferia 
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(Latremoliere e Woolf, 2009). A sensibilização central é originada por 
um aumento da liberação de inúmeros neurotransmissores, como o 
glutamato, substância P e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 
(CGRP) no corno dorsal da medula espinhal. Estes neurotransmissores 
ligam-se aos seus respectivos receptores no corno dorsal da medula 
espinhal e causam a ativação de cascatas intracelulares, incluindo a 
ativação da proteína quinase C (PKC), MAP-quinases e fatores de 
transcrição, os quais contribuem para a manutenção do quadro de 
excitabilidade neuronal. A liberação constante de neurotransmissores 
pode ainda causar um quadro de excitotoxicidade na medula espinhal, o 
qual contribui para a diminuição da liberação de neurotransmissores 
inibitórios e a degeneração dos interneurônios inibitórios da dor 
(Costigan et al., 2009; Gold & Gebhart, 2010). 
 Em modelos de dor neuropática há uma diminuição significativa 
da atividade do ácido gama amino butílico (GABA) e das correntes 
glicinérgicas inibitórias (Sivilotti et al., 1994; Moore et al., 2002), 
contribuindo para a apoptose dos interneurônios inibitórios. Além disso, 
há grande diminuição da expressão de receptores opioidérgicos, 
particularmente do receptor µ (Kohno et al., 2005), fazendo com que 
sejam necessárias doses cada vez maiores de opióides para o alívio da 
dor. Em conjunto, esses dados demonstram que a sensibilização central 
contribui para a manutenção da dor neuropática, e ainda contribui para o 
surgimento da hiperalgesia extra-territorial, isto é, hiperalgesia sentida 
em locais distantes do sítio da lesão (Latremoliere & Woolf, 2009; 
Voscopoulos & Lema, 2010). 
 
1.3. Dor inflamatória 
 A dor inflamatória, por sua vez, ocorre em resposta a uma 
lesão tecidual que desencadeia uma resposta inflamatória subseqüente. 
  
O processo inflamatório se caracteriza pelo aparecimento de 
alguns sinais clássicos da inflamação, como rubor e o calor, os quais são 
decorrentes da vasodilatação local. Essa vasodilatação periférica pode 
levar à remoção do agente estranho, como toxinas e bactérias, bem 
como proporcionar o influxo de células de defesa para o local lesionado 
(Woolf e Ma 2007; Rittner et al., 2008). Além desses eventos celulares e 
vasculares, há o aparecimento de um sinal comum aos processos 
inflamatórios: o aumento da sensação dolorosa e/ou a diminuição do 
limiar a estímulos não-nociceptivos, ou seja, a hiperalgesia e alodínia, 
repectivamente. A alteração na sensibilidade dolorosa ocorre devido à 




periférico (SNP) quanto no sistema nervoso central (SNC). Essa 
sensibilidade é devida à liberação de mediadores químicos por vários 
tipos celulares residentes, bem como de células migratórias recrutadas 
para o local da lesão tecidual (Woolf e Ma 2007; Loeser e Treede 2008).  
Tanto a liberação de mediadores primários quanto a síntese de 
novos mediadores são responsáveis pela ativação e/ou sensibilização de 
nociceptores adjacentes à lesão. A sensibilização dos nociceptores 
diminui o limiar de ativação de fibras nervosas, aumentando a 
probabilidade de que estas disparem em resposta a estímulos de menor 
intensidade (Abrahamsen et al., 2008; Coutaux et al., 2005). Desta 
forma, estes nociceptores são ativados por estímulos que normalmente 
seriam inócuos (Coutaux et al., 2005). Isto é bem evidenciado através de 
modelos experimentais, onde a injeção de um agente pró-inflamatório, 
como a injeção intraplantar de Adjuvante Completo de Freund (CFA), 
sensibiliza os locais injetados, tornando estes animais responsivos a 
estímulos térmicos e mecânicos (Larson et al., 1986). De fato, a dor é 
uma característica peculiar da inflamação e a dor inflamatória é o maior 
problema clínico em vários distúrbios inflamatórios, como, por 
exemplo, a artrite reumatóide (MacMahon et al., 2005; Abrahamsen et 
al., 2008). 
Portanto, nestas situações encontra-se um quadro de 
estimulação constante dos nociceptores, a qual é reponsável por 
alterações plásticas, não somente no tecido nervoso periférico, mas 
também em nível central. Isto é muito comum em casos de neuropatia 
periférica, onde a lesão nervosa gera um processo inflamatório crônico, 
com alterações plásticas no SNP e SNC (Woolf & Salter, 2000; Ji & 
Woolf, 2001; Ji & Strichartz, 2004). De fato, do ponto de vista clínico, 
um dos aspectos mais problemáticos da dor de origem inflamatória é a 
possibilidade da progressão de um estado agudo para um estado 
prolongado, podendo desta forma, aumentar a susceptibilidade de 
instalação de um quadro de dor inflamatória crônica (Woolf & Mannion, 
1999; Mendell & Sahenk, 2003; Costigan et al., 2009; Austin & 
Moalem-Taylor, 2010). Nestas condições, a inflamação perde sua 
característica protetora, tornando-se patológica.  
 
1.4. Tratamento da Dor 
Apesar do aumento das opções terapêuticas para o controle e 
alívio da dor crônica observado nos últimos anos, a grande maioria dos 
tratamentos não produz resultados satisfatórios. Além do alívio limitado 
da dor crônica obtido por fármacos, o tratamento torna-se ainda mais 
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difícil em função da estreita janela terapêutica e do aparecimento de 
efeitos colaterais muitas vezes intoleráveis. Dentre os tratamentos 
farmacológicos disponíveis na clínica incluem-se as drogas 
antiinflamatórias, anestésicos locais, analgésicos opióides e não-
opióides, drogas antidepressivas, anticonvulsivantes e antiarrítmicos 
(Dworkin et al., 2010).  
Os medicamentos com ação antiinflamatória, tais como os 
antiinflamatórios não esteroidais (AINES), são utilizados com 
freqüência para o alívio de dores crônicas, devido às suas ações 
analgésicas, antipiréticas e antiinflamatórias. No entanto, a eficácia 
analgésica limitada e o desenvolvimento de reações adversas, tais como 
hipertensão arterial, ulceração gástrica e hemorragia, além dos riscos de 
problemas cardíacos, limitam o uso clínico continuado destes 
medicamentos (Graham et al., 2005). A utilização de agonistas opióides 
é eficaz em casos de dor crônica, no entanto causam efeitos adversos 
bastante comuns como constipação intestinal, sedação, depressão 
respiratória, dentre outros, além de poder ocasionar dependência e 
tolerância (Berrocoso et al., 2009). 
Atualmente os medicamentos mais utilizados para o tratamento 
da dor crônica são os antidepressivos tricíclicos e os anticonvulsivantes. 
Diversos estudos pré-clínicos e clínicos demonstram que os 
antidepressivos tricíclicos são efetivos em reduzir dores relacionadas à 
neuropatia diabética, neuralgia pós-herpética, fibromialgia, dentre outras 
(Manson, 2010). De maneira interessante, seus efeitos analgésicos não 
estão relacionados aos seus efeitos antidepressivos, sendo que doses 
menores são suficientes para aliviar as dores crônicas de pacientes, 
quando comparadas àquelas utilizadas no tratamento da depressão. O 
mecanismo de ação dos antidepressivos tricíclicos vai além da inibição 
da recaptação de noradrenalina e serotonina, e inclui ainda o aumento 
das concentrações de opióides endógenos através de vias indiretas, que 
induz o bloqueio de canais de sódio e abertura de canais de potássio, 
além de bloquearem receptores NMDA para glutamato (ácido N-metil-
D-aspartato) (Eisenach e Gebhart, 1995; Jesse et al., 2009; Yan et al., 
2010). Apesar de todas essas ações contribuírem para seus efeitos 
analgésicos, o uso dos antidepressivos é limitado devido à instalação 
lenta das suas ações (de dias a semanas) e ao aparecimento de efeitos 
adversos, tais como sedação, hipotensão postural, constipação intestinal 
e boca seca (Lynch, 2008).  
As drogas anticonvulsivantes têm uma boa ação analgésica em 
modelos de dor neuropática e inflamatória persistentes, sendo que a 




para o tratamento da dor de caráter crônico. Sua ação ocorre devido à 
ligação, com alta afinidade, à subunidade α2-δ dos canais de cálcio 
dependente de voltagem e, com isso, inibição das correntes de cálcio 
necessárias para a liberação de neurotransmissores pelos terminais 
sinápticos e transmissão do estímulo nociceptivo (Bauer et al., 2009). A 
gabapentina apresenta efeito antinociceptivo em diferentes tipos de 
dores crônicas, com boa tolerabilidade e baixa incidência de efeitos 
colaterais, sendo relatado apenas leve tontura e sonolência no início do 
tratamento (Tzellos et al., 2008). 
O envolvimento de vias periféricas na transmissão da dor e a alta 
incidência de efeitos colaterais observada após a administração 
sistêmica de diferentes medicamentos estimularam o desenvolvimento 
de medicamentos tópicos para o controle de dor neuropática e 
inflamatória persistentes. Atualmente, estão disponíveis na clinica 
formulações tópicas de AINES, capsaicina, anestésicos e 
antidepressivos (Dogrul et al., 2003). A administração local destes 
medicamentos reduz a dor localmente, e sua aplicação resulta em pouco 
(irritações cutâneas) ou nenhum efeito colateral devido à baixa absorção 
sistêmica. No entanto, a medicação tópica deve ser utilizada como um 
adjuvante de outras terapias, uma vez que a mesma, isoladamente, não é 
capaz de eliminar totalmente os quadros de dor. 
O aparecimento de efeitos colaterais sérios e a estreita janela 
terapêutica contribuem para a pequena quantidade de opções eficazes 
para o tratamento de dores crônicas. Dentre os pacientes que são 
tratados com os medicamentos disponíveis na clínica, cerca de 10–15% 
não respondem a nenhuma das farmacoterapias existentes, e entre 15–
20% apresentam apenas alívio parcial dos sintomas (Abu-Saad, 2010).  
Sendo assim, existe a necessidade de identificar novas terapias que 
possam ser úteis para o tratamento da dor crônica. 
 
1.5. O sistema canabinóide e o tratamento da dor  
 Dentre as novas terapias que estão sendo investigadas, os 
agonistas dos receptores canabinóides têm demonstrado potencial efeito 
terapêutico. O interesse em seu estudo emana de efeitos positivos no 
controle de dores crônicas, da presença de receptores canabinóides em 
áreas moduladoras da dor, tanto no sistema nervoso central como 
sistema nervoso periférico, e devido à presença de endocanabinóides 
capazes de modular os mecanismos de dor em nível do sistema nervoso 
central (Peat, 2010). 
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 Os canabinóides exercem seus efeitos antiinflamatórios e 
analgésicos através da interação com dois subtipos de receptores 
denominados receptor canabinóide do tipo 1 (CB1) e receptor 
canabinóide do tipo 2 (CB2) (Munro et al., 1993). Anatomicamente, o 
receptor CB1 está majoritariamente expresso no SNC, particularmente 
no hipocampo, córtex, cerebelo e gânglios basais (Matsuda et al., 1990; 
Tsou et al., 1998; Kawamura et al., 2006). Por outro lado, o receptor 
CB2 está expresso principalmente, mas não exclusivamente, em células 
do sistema imune, como macrófagos, monócitos e neutrófilos. A 
expressão de receptores CB2 tem sido encontrada também no sistema 
nervoso central (SNC), incluindo medula espinhal, tronco cerebral e 
córtex, além da micróglia (Morgan, 2009; Van et al., 2005;Beltramo et 
al., 2006). Tanto o receptor CB1 quanto o receptor CB2 são acoplados à 
proteína Gi/0 e sua ativação resulta na inibição da adenilil ciclase e na 
estimulação das vias das proteínas quinases ativadas por mitógeno 
(MAPK), como ERK, p-38 e JNK (Felder et al., 1995; Bridges et al., 
2001; Bosier et al., 2008).  
 A ativação de receptores CB1 pode aumentar ou inibir o 
aumento dos níveis de Ca
+2
 induzido pelo NMDA, dependendo do tipo 
celular, do tipo da interação canabinóide e das vias de sinalização 
ativadas subseqüentes (Lozavaya et al., 2009). Dessa forma a ativação 
do receptor CB1 confere proteção contra excitotoxicidade induzida pelo 
NMDA em cultura de neurônios (van der Stelt & Di Marzo, 2005), 
através da inibição da liberação da Ca
+2
 intracelular (Zhuang et al., 
2005), pela sua atividade anti-oxidante (Marsicano et al., 2002), pela 
sinalização da proteína quinase A (PKA) e pela geração de óxido nítrico 
(Kim et al., 2006). Em contraste, a ativação do receptor CB1 pode 
resultar no aumento da liberação de Ca
+2
 induzida pelo NMDA, do 
estoque sensível ao IP3 (inositol trifosfato), em neurônios da camada 
granular do cerebelo (Netzeband et al., 1999). 
 No sistema nervoso central, os receptores canabinóides 
possuem localizações distintas. Enquanto o receptor CB1 está localizado 
nos axônios, especialmente nos terminais pré-sinápticos, o receptor CB2 
está presente nas terminações dendríticas, nos corpos celulares de 
neurônios e em células gliais (Onaivi et al., 2006; Cabral et al., 2008; 
Morgan et al., 2009). Devido a estas localizações estratégicas propõe-se 
que estes receptores desempenham efeitos antinociceptivos importantes 
no sistema nervoso central. Estes efeitos são confirmados por trabalhos 
que demonstram que a administração, local ou sistêmica, de agonistas 
não seletivos para os receptores canabinóides reduz a hiperalgesia 




neuropática (Herzberg et al., 1997; Bridges et al., 2001; Fox et al., 2001; 
Ibrahin et al., 2003; Elmes et al., 2004;Guindon & Beaulieu, 2006).  
 A administração de agonistas canabinóides de ocorrência 
natural ou sintética tem demonstrado importante valor terapêutico em 
algumas situações clínicas, tais como dor, ansiedade, náusea, espasmos 
musculares e doenças degenerativas (Tramèr et al., 2001; Rog et al., 
2007). Sabe-se que os agonistas canabinóides possuem efeitos 
antinociceptivos e anti-hiperalgésicos tanto por ações em sítios 
periféricos quanto no sistema nervoso central (medula espinhal e centros 
supraespinhais), (Valenzano et al., 2005; Sagar et al., 2005; Whiteside et 
al., 2005; Elikottil et al., 2009).  
Alguns trabalhos ressaltam ainda que a ativação do receptor CB1 
está relacionado com o efeito antihiperalgésico em processos 
nociceptivos persistentes, inibindo a hiperalgesia mecânica e térmica 
após inflamação periférica (Richardson et al., 1998 a, b; Martin et al., 
1999), após injeção intraplantar de capsaicina (Li et al., 1999), ou após a 
lesão de nervos periféricos (Herzberg et al., 1997). 
De maneira semelhante, o receptor CB2 também contribui para a 
diminuição da resposta nociceptiva, por inibir a liberação de mediadores 
pró-inflamatórios de células não neuronais localizadas próximas aos 
terminais nociceptivos (Jhaveri e Sagar, 2007; Rahn et al., 2007; 
Hohmann et al., 2007; Giblin et al., 2007). 
Diversas evidências indicam a presença dos receptores 
canabinóides no SNC de roedores e humanos, e estes receptores podem 
ter sua expressão aumentada em resposta a danos neurais ou em doenças 
crônicas (Onaivi et al., 2006; Fernandez-Ruiz et al., 2007). Assim, o 
aumento do número de receptores canabinóides sugere que eles possuem 
funções importantes em tais situações. Este aumento na expressão dos 
receptores canabinóides pode ocorrer em células que normalmente 
expressam estes receptores, ou em células que são recrutadas para o sítio 
da lesão (Fernandez-Ruiz et al., 2007). Por exemplo, em modelos 
animais de dor neuropática ocorre aumento na expressão do receptor 
CB1 nas estruturas neurais envolvidas com o processamento da dor, tais 
como nas lâminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal (Lim 
et al., 2003) e no tálamo (Siegling et al., 2001). Em modelos de dor 
crônica associados ao dano neural periférico ocorre um aumento na 
expressão do receptor CB2 na medula espinhal, o qual parece estar 
relacionado ao aumento da ativação da micróglia (Cabral et al., 2008). 
Outros estudos sugerem que os receptores CB2 não atuam somente em 
células gliais, mas também estão envolvidos na regulação das funções 
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neuronais. Ademais, o aumento dos receptores CB2 pode contribuir 
enormemente para a resposta antinociceptiva central (Beltramo et al., 
2006).  
As substâncias isoladas da espécie Cannabis sativa L. são 
denominadas terpenofenólicos, e dentre as 60 substâncias identificadas 
destaca-se o ∆
9
-tetrahidrocanabinol (THC), um agonista preferencial dos 
receptores CB1 (Mechoulam et al., 1967; Gertsch, 2010).  No entanto, 
nos últimos anos, diversas substâncias isoladas de plantas, que não a 
Cannabis sativa L., também vêm demonstrando afinidade pelos 
receptores canabinóides, sendo definidas como fitocanabinóides. 
 Dentre os fitocanabinóides, destacam-se algumas N-
alquilamidas (alcamidas), isoladas da planta Echinacea spp., que 
demonstraram interagir funcionalmente com receptores CB2 de 
humanos. Estes compostos apresentam efeitos antiinflamatórios, 
inibindo a expressão do mRNA da citocina fator de necrose tumoral - 
alfa (TNF-) em monócitos/macrófagos humanos, via ativação do 
receptor CB2 (Raduner et al., 2006; 2007). Além disso, estes 
fitocanabinóides foram eficazes em inibir a liberação das citocinas TNF-
 e interleucina–1 beta (IL-1) induzidas pelo lipopolissacarídeo (LPS) 
em cultura de monócitos e ainda induziu a produção das citocinas 
antiinflamatórias interleucina-3 (IL-3), interleucina–4 (IL-4) e 
interleucina–10 (IL-10); semelhantes aos efeitos demonstrados pelo 
endocanabinóide anandamida (Raduner, 2007). Além das N-
alquilamidas isoladas da Echinacea spp., outro fitocanabinóide descrito 
recentemente como agonista seletivo do receptor CB2 é o sesquiterpeno 
bicíclico beta-cariofileno (Gertsch, 2008). Quando administrado pela via 
oral, o cariofileno apresentou importante atividade antiinflamatória e 
analgésica em camundongos do tipo selvagem, mas não em 
camundongos com deleção gênica do receptor CB2, evidenciando sua 
ligação funcional com este receptor (Gertsch, 2010).   
 Neste contexto, a busca de novas substâncias que possam 
interagir, de forma direta ou indireta, com o sistema canabinóide e que 
sejam desprovidas de efeitos colaterais relevantes, sobretudo no SNC, é 
de grande importância para o tratamento da dor crônica. O potencial 
terapêutico de algumas plantas, como as demonstradas anteriormente, 







1.6. Plantas medicinais como fonte de novos fármacos: o potencial 
dos triterpenos pentacíclicos 
 As plantas com potencial para uso medicinal são 
freqüentemente utilizadas com o intuito de substituir ou auxiliar as 
terapias convencionais no tratamento de diversas doenças, seja pelo 
baixo custo, ou pela facilidade de obtenção. O uso das espécies vegetais 
com a finalidade de tratamento ou cura de doenças e seus sintomas, se 
perpetuou na história da civilização e chegou até os dias atuais, sendo 
amplamente utilizada por grande parte da população mundial. Até 
meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados 
constituíam a base da terapêutica medicamentosa devido à ausência de 
métodos de síntese química, a qual teve início no final do século XIX. 
Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados são de origem 
sintética e cerca de 25% são de origem vegetal, isolados ou produzidos 
por semi-síntese (Calixto et al., 2000). Apesar do grande 
desenvolvimento da síntese orgânica e dos processos biotecnológicos, 
cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos países industrializados 
são originários de plantas, oriundos de apenas 90 espécies (Koehn et al., 
2005). Atualmente, a maior dificuldade em incorporar o uso dos 
compostos derivados de plantas na terapêutica convencional ocorre 
devido à falta de dados científicos que comprovem sua eficácia e a sua 
segurança. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) declara que 80% da 
população mundial fazem uso de algum tipo de composto medicinal 
oriundo de planta para alívio de sintomas dolorosos ou desagradáveis e 
reconhece cerca de 150 plantas com real valor terapêutico utilizadas na 
fitoterapia, e ainda declara que 11% dos 252 medicamentos 
considerados essenciais são derivados de plantas (Rates, 2001). Além 
disso, cerca de 49% das drogas desenvolvidas entre 1981 a 2002 foram 
obtidas a partir de produtos naturais, ou análogos semi-sintéticos ou 
ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais (Koehn & 
Carter, 2005).   
O Brasil representa um importante diferencial para o 
desenvolvimento de medicamentos, uma vez que contém a maior 
biodiversidade do planeta, com mais de 55 mil espécies de plantas 
superiores e cerca de dez mil briófitas, fungos e algas, um total 
equivalente a quase 25% de todas as espécies de plantas existentes no 
planeta (Kato, 2001).  
Entretanto, algumas plantas apresentam, quando utilizadas para 
fins terapêuticos, propriedades tóxicas aliadas as suas propriedades 
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curativas, que ocorrem devido à ampla diversidade de metabólitos 
secundários, os quais possuem diferentes atividades biológicas 
(Farnsworth et al., 1985; Simões, 2003). A fantástica variedade e 
complexidade de metabólitos secundários sintetizados pelas plantas têm 
contribuído de forma significativa para o provimento de substâncias 
úteis ao tratamento de diversas doenças que acometem a população 
(Montanari & Bolzani, 2001). Acredita-se que essa vasta gama de 
metabólitos secundários teriam se formado e evoluído como mecanismo 
de defesa desses vegetais às condições ambientais ricas em 
microrganismos, insetos, animais e também às condições de adaptação e 
regulação (Phillipson & Anderson, 1989). Dentre as diversas categorias 
de metabólitos secundários, podemos destacar os terpenóides, os 
glicosídeos, os alcalóides e os fenóis, dos quais já foram isolados 
princípios ativos eficazes, e que até hoje, ainda são muito empregados 
no tratamento de certas doenças (MCCaskill e Croteau, 1998). 
O maior grupo de metabólitos secundários presente no reino 
vegetal é o dos terpenóides, dos quais Já foram isolados 
aproximadamente 30.000 substâncias. Número este, muito superior ao 
de qualquer outro grupo de derivado de produtos naturais. Os 
terpenóides distribuem-se amplamente na natureza e são encontrados em 
abundância nas plantas superiores, sendo também encontrados em 
menor quantidade em fungos e organismos marinhos. Os terpenóides de 
origem vegetal desempenham funções importantes como defesa, 
repelentes de insetos, agentes de atração polínica, agentes de defesa 
contra herbívoros, feromônios, aleloquímicos, hormônios vegetais, além 
de funcionarem como moléculas de sinalização (Veerpote, 2000). O 
número de unidades de isoprenos incorporadas em determinado terpeno 
serve como base para a classificação desses compostos. Assim, os 
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e os tetraterpenos 
ou carotenos possuem 2, 3, 4, 6 ou 8 unidades de isopreno, 
respectivamente. 
Muitos compostos produzidos por plantas são de interesse 
farmacológico, como por exemplo, digoxina (um triterpeno isolado da 
espécie Digitalis sp), taxol (um diterpeno isolado da espécie Taxus 
brevifolia), a morfina (um alcalóide isolado da espécie Papaver 
somniferum), o quinino (um alcalóide isolado da casca da espécie da 
Chinchona sp), bem como os alcalóides derivados dos monoterpenos 
vincristina e camptoricina, os quais são utilizados na clínica para o 
tratamento do câncer (MCCaskill e Croteau, 1998).  
 Os triterpenos recebem um destaque especial com grandes 




antiinflamatórios, bacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos, 
cardiovasculares e antitumorais (Calixto, 2003; 2004). São moléculas 
formadas por 6 unidades de isopropeno e constituídas por trinta átomos 
de carbono (C30), cadeia policíclica, normalmente tetra ou pentacíclica, 
quase sempre hidroxilados na posição C-3. Já foram isolados mais de 
4.000 triterpenos naturais e identificados mais de 40.000 tipos de 
esqueletos (Robbers et al., 1997). Os triterpenos pentacíclicos derivam 
do arranjo do epóxido do esqualeno, comumente encontrado em plantas. 
A estrutura policíclica (abordando apenas os pentacíclicos) pode ter 
cinco anéis de seis membros, os oleananos e ursanos, ou quatro anéis de 
seis membros e um de cinco, os lupanos e hopanos.  Os triterpenóides 
pentacíclicos abordados neste trabalho apresentam três tipos de estrutura 
base. O ácido oleanólico e a -amirina pertencentes à família dos 
oleananos, o ácido ursólico e a -amirina pertencentes à família dos 
ursanos e a betulina à família dos lupanos. 
 Os triterpenos pentacíclicos têm recebido destaque na 
literatura por apresentarem diversas atividades biológicas. O triterpeno 
pentacíclico ácido ursólico (Figura 1A) apresenta atividade 
antiinflamatória (Máñez et al., 1997; Chattopadhyay et al., 2002; 
Aguirre et al., 2006; Saaby et al., 2010; Liu et al., in press), anti-
microbiana (Chattopadhyay et al., 2002), anti-oxidante (Ovesná et al., 
2006), hepatoprotetora (Liu et al., 1995) e anti-tumoral (Gao et al., 
2007; Huang et al 1994). Seu isômero, o ácido oleanólico (Figura 1B), 
apresenta atividades semelhantes como anti-oxidante (Ovesná et al., 
2006), antiinflamatória (Singh et al., 1992; Cho et al., 2010; Saaby et al., 
2010; Lin et al., 2010), hepatoprotetora (Liu et al., 1995, 1998), anti-
tumoral (Hsu et al., 1997; Gao et al., 2007) e efeito antinociceptivo 
(Maia et al., 2006a; Maia et al., 2006b; Freitas et al., 2009). Enquanto o 
tratamento com o triterpeno pentacíclico lupano betulina (Figura 1C) 
reduziu a inflamação (Takada & Aggarwal, 2003; Aguirre et al., 2006) e 
o crescimento tumoral (Takada & Aggarwal, 2003; Mutai et al., 2004).  
 Estes triterpenos pentacíclicos são encontrados em diversas 
plantas, incluindo as espécies do gênero Protium, as quais são utilizadas 
na medicina popular para o tratamento de sintomas inflamatórios. No 
Brasil, as resinas e folhas destas espécies são popularmente utilizadas 
para o tratamento de úlceras e outros sintomas inflamatórios (Corrêa, 
1984). O extrato solúvel em éter das resinas Protium kleinii também 
demonstrou atividade antinociceptiva em modelos de dor inflamatória, 
além da ação antiinflamatória tópica em modelos de inflamação 
induzida pelo TPA (12-O-tetradecanoilforbol acetato) (Otuki et al., 
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2005b). A presença de uma série de triterpenos pentacíclicos, foi 
revelada neste extrato, através de análises fitoquímicas, dos quais 
podemos destacar uma mistura de isômeros, a -amirina (Figura 1D) e 
a -amirina (Figura 1E) (Recio et al., 1995). Destacamos ainda, a 
atividade antiinflamatória, demonstrada pelo tratamento tópico com -
amirina, quando avaliada em modelos de inflamação tópica induzidas 
por TPA, diminuindo a formação de edema, o influxo de neutrófilos e a 
expressão da citocina IL-1 (Otuki et al., 2005b). Esta ação parece estar 
envolvida com a capacidade da -amirina em inibir os nívies de 
prostaglandina E2 (PGE2), comprovado com a inibição da expressão da 
ciclooxigenase-2 (COX-2) via inibição da proteína quinase regulada por 
estímulo extracelular (ERK), p38 e bloqueio da ativação do fator de 
transcrição NF-kappa B (NF-kB) (Medeiros et al., 2007). Já a mistura, 
1:1 dos dois triterpenos,  e -amirina, apresentou atividade 
antinociceptiva quando administrado sistemicamente, em sítios 
espinhais e supra-espinhais em roedores. A ,-amirina inibiu as vias 
das proteínas quinase A e C (PKA e PKC) (Otuki et al., 2005b). 
Corroborando esses resultados, a ,-amirina também demonstrou ser 
eficaz na proteção contra o dano hepático induzido pelo acetaminofeno 
(Oliveira et al., 2005a), na atenuação da dor aguda e dor visceral 
(Oliveira et al., 2005b; Lima-Junior et al., 2006), além de apresentar 
atividade ansiolítica e antidepressiva (Aragão et al., 2006). 
Recentemente, nosso grupo demonstrou que o tratamento intraperitonial 
(i.p.) com ,-amirina foi capaz de inibir o processo inflamatório 
decorrente da colite experimental induzida por TNBS (ácido 2,4,6 
trinitrobenzeno sulfônico), diminuindo os níveis teciduais de IL-1, que 
por sua vez reduziu a ativação do fator de transcrição NF-kB, reduzindo 
também a síntese do VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) 
(Vitor et al., 2009).  
 Embora existam estudos relacionados à ação antiinflamatória e 
antinociceptiva dos compostos triterpenos pentacíclicos betulina, ácido 
oleanólico, ácido ursólico e ,-amirina, seus efeitos em modelos de dor 
crônica e inflamatória, bem como o mecanismo acerca dessas ações, 
ainda encontram-se obscuros.  Neste contexto, o presente estudo 
investigou, através de ensaios funcionais, o efeito antinociceptivo 
crônico destes compostos em dois modelos de dor persistente: a injeção 
intraplantar (i.pl.) de CFA e a ligação parcial do nervo ciático (LPNC). 
Tendo em vista a marcada ação antiinflamatória e antinocipetiva do 
tratamento oral com a mistura ,-amirina nos modelos acima 




canabinóide, mais especificamente com os receptores CB1 e CB2, e 
outros possíveis mecanismos pelos quais a ,-amirina poderia exercer 

















Figura 1: Estrutura dos triterpenos pentacíclicos. (A) Ácido Ursólico, (B) Ácido 
















2. Objetivos  
2.1. Objetivo Geral 
 
 Investigar, através de ensaios funcionais e moleculares a ação 
antinociceptiva dos triterpenos pentacíclicos betulina, ácido oleanólico, 
ácido ursólico e ,-amirina, em modelos experimentais de dor 
persistente, do tipo inflamatória e neuropática, bem como os 
mecanismos de ação subjacentes a esses efeitos.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Avaliar a influência do tratamento oral agudo e prolongado com os 
compostos triterpenos pentacíclicos betulina, ácido oleanólico e 
ácido ursólico sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela 
injeção i.pl. de CFA e pela LPNC; 
 Avaliar a influência do tratamento oral agudo e prolongado com a 
mistura de isômeros ,-amirina sobre a hiperalgesia mecânica e 
térmica e resposta edematogênica induzida pela injeção i.pl. de 
CFA e pela LPNC, bem como efeito do tratamento local sobre a 
hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA; 
 Investigar a participação do sistema canabinóide na ação 
antihipernociceptiva do composto ,-amirina na hipernocicepção 
induzida pela injeção i.pl. de CFA e pela LPNC, através do uso de 
antagonistas seletivos para cada receptor; 
 Avaliar o efeito do tratamento oral com o composto ,-amirina 
sobre a manutenção da resposta hipernociceptiva mecânica 
induzida pela LPNC em camundongos nos quais a expressão dos 
receptores CB1 e CB2; 
 Investigar uma possível ligação do composto ,-amirina com os 
receptores canabinóides, através do ensaio de ligação específica, 
bem como ensaio de tétrade; 
 Avaliar a capacidade do composto ,-amirina em alterar a 
expressão tanto da proteína quanto do RNA mensageiro dos 
receptores CB1 e CB2 na medula espinhal de camundongos 
submetidos à LPNC; 
 Avaliar a influência do tratamento com ,-amirina sobre a 
produção e/ou liberação de citocinas pró-inflamatórias TNF-, IL-




na pata e na medula espinhal de camundongos submetidos à 
injeção i.pl. de CFA e na medula espinhal de camundongos 
submetidos à LPNC; 
 Avaliar a capacidade do composto ,-amirina em inibir a ativação 
dos fatores de transcrição CREB e NF-κB e em alterar a expressão 
da enzima COX-2 na pata de camundongos submetidos à injeção 






















3. Materiais e métodos 
3.1. Animais 
Foram utilizados camundongos machos Swiss (pesando entre 
25 e 30 g) e ratos Wistar (pesando entre 250 e 300 g), criados no 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais 
foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade controladas 
(22 ± 2°C), em ciclo 12 h claro/12 h escuro, com água e ração 
fornecidos ad libitum. Os animais permaneceram no laboratório durante 
um período de adaptação de pelo menos 1 h antes da realização dos 
testes farmacológicos, realizados geralmente entre 8 e 17 h, a 
temperatura de 22 ± 2 ºC. Os experimentos descritos foram conduzidos 
de acordo com as diretrizes atuais de cuidados com os animais de 
laboratório e com as diretrizes éticas para investigações de dor 
experimental em animais conscientes (Zimmermann, 1983). O Comitê 
de Ética no uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina 
aprovou todos os procedimentos experimentais (número de protocolo 
PP00148/UFSC). O número de animais e a intensidade do estímulo 
nocivo utilizado foram os mínimos necessários para demonstrar os 
efeitos dos tratamentos com as drogas. 
 
3.2. Injeção intraplantar do Adjuvante Completo de Freund  
Os camundongos foram cuidadosamente imobilizados e 
receberam uma injeção intraplantar (i.pl.) contendo 20 µl de Adjuvante 
Completo de Freund (CFA; 1 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis, 
inativado por calor e diluído em 85% de óleo de parafina e 15% de 
monoleato de manida). Os animais do grupo controle receberam o 
mesmo volume de solução salina tamponada com tampão fosfato (PBS, 
composição mmol/L NaCl 137, KCl 2,7 e tampão fosfato 10). 
 
3.3. Ligação parcial do nervo ciático  
Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal 
(i.p.) com hidrato de cloral 7% (0,6 ml/kg). Para a ligação parcial do 
nervo ciático (LPNC), foi realizada uma incisão na coxa, o nervo ciático 
então foi exposto próximo à trifurcação ciática e ligado em volta de 
aproximadamente 1/3 a 1/2 da porção dorsal, com fio de sutura 8.0, 
conforme o procedimento descrito em ratos por Seltzer et al. (1990) e 
adaptado para camundongos por Malmberg e Basbaum (1998). Em um 
grupo separado de animais, o nervo ciático foi exposto, mas não envolto 






3.4. Protocolos de Tratamento 
3.4.1. Injeção intraplantar de CFA: Para a avaliação da hiperalgesia 
mecânica e ou térmica, diferentes grupos de camundongos foram 
tratados com ,-amirina (3, 10 e 30 mg/kg), betulina (30 mg/kg), ácido 
oleanólico (30 mg/kg), ácido ursólico (50 mg/kg) ou com o veículo 
utilizado para diluir os compostos (5% tween/5% etanol/90% PBS) por 
gavagem (v.o.) 1 hora antes da injeção i.pl. de CFA. A avaliação do 
limiar mecânico e ou térmico foi iniciada 1 hora depois da injeção i.pl. 
de CFA. A fim de investigar os efeitos de um tratamento prolongado 
com os compostos pentacíclicos ,-amirina (30 mg/kg; v.o.), betulina 
(30 mg/kg), ácido oleanólico (30 mg/kg), ácido ursólico (50 mg/kg) os 
compostos foram novamente administrados no terceiro dia após a 
injeção i.pl. de CFA, período em que a resposta hiperalgésica já se 
encontra re-estabelecida. O tratamento foi realizado durante cinco dias 
consecutivos e 7 dias após a interrupção, o tratamento foi reiniciado por 
mais 5 dias consecutivos (apenas para o tratamento com ,-amirina). A 
avaliação da hiperalgesia mecânica foi realizada diariamente, sempre 3 
horas após o tratamento com os compostos pentacíclicos. 
 Para avaliação da resposta inflamatória induzida pela injeção 
i.pl. de CFA, diferentes grupos de camundongos foram tratados com 
,-amirina (30 mg/kg) por gavagem 1 h antes da injeção i.pl. de CFA. 
A avaliação da resposta inflamatória foi iniciada 1 h após a injeção i.pl. 
de CFA. 
 Com o intuito de verificar o efeito anti-hiperalgésico da 
administração local (i.pl.) de ,-amirina, os camundongos receberam 
uma injeção i.pl. de CFA e 24 horas depois receberam o tratamento local 
(i.pl.) com a mistura dos isômeros ,-amirina (30 µg/pata). A avaliação 
da hiperalgesia mecânica iniciou 30 min após o tratamento com o 
composto, perdurando até 4 horas após o tratamento. 
 
3.4.2. Ligação Parcial do Nervo Ciático: O tratamento com a mistura 
dos isômeros ,-amirina (3-30 mg/kg; v.o.) foi realizado por gavagem, 
1 hora antes (pré-tratamento) ou no 4 dia após a LPNC (pós-
tratamento). No entanto, o tratamento com os demais compostos 
pentacíclicos, betulina (30 mg/kg), ácido oleanólico (30 mg/kg), ácido 
ursólico (50 mg/kg), foi realizado somente no 4 dia após LPNC. A 
avaliação da hiperalgesia mecânica e térmica foi realizada no 4 dia 
após LPNC.  
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Com o intuito de verificar o efeito de um tratamento prolongado 
com os compostos pentacíclicos betulina, ácido oleanólico, ácido 
ursólico e ,-amirina o tratamento foi realizado por 5 dias consecutivos 
(1 vez ao dia) (do 4 ao 8 dia após LPNC). Somente o tratamento com 
,-amirina foi suspenso no 8 dia e re-iniciado no 13 ao 17 dia após 
a LPNC. 
 
3.4.3. Síntese e liberação de citocinas e atividade da 
mieloperoxidase: Diferentes grupos de camundongos foram pré-
tratados com o composto ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) 30 min antes da 
injeção i.pl de CFA ou do procedimento de LPNC. Os animais foram 
sacrificados e a pele da pata posterior e a porção lombar da medula 
espinhal (L3-L5) foram removidos em diferentes tempos após a injeção 
i.pl. de CFA ou somente a porção lombar da medula espinhal, em 
diferentes tempos após a LPNC. Os tecidos coletados foram 
devidamente processados para a quantificação das citocinas IL-1, 
TNF-, IL-6 e KC pelo método de ELISA, bem como para a avaliação 
da atividade da mieloperoxidase através do ensaio de mieloperoxidase.  
 
3.4.4. Envolvimento dos receptores CB1 e CB2 na ação anti-
hiperalgésica e antiinflamatória da mistura de isômeros ,-
amirina: Para investigar o possível envolvimento dos receptores 
canabinóides CB1 e CB2 na ação anti-hiperalgésica da mistura de 
isômeros ,-amirina, diferentes grupos de camundongos foram tratados 
por via intraperitoneal (i.p.) com o antagonista seletivo do receptor CB1, 
AM251 (1 mg/kg) (Liu & Walker, 2006), ou com o antagonista seletivo 
do receptor CB2, AM630 (3 mg/kg) (Rousseaux et al., 2007), 24 após a 
injeção i.pl. de CFA ou no 4 dia após LPNC. Trinta minutos após o 
tratatamento com os antagonistas seletivos dos receptores CB1 e CB2, os 
camundongos receberam a mistura de isômeros ,-amirina (30 mg/kg; 
v.o.), o agonista seletivo do receptor CB1, ACEA (10 mg/kg; i.p.) 
(Meybolm et al., 2008), ou o agonista seletivo do receptor CB2, JWH-
133 (10 mg/kg;i.p.) (Meybolm et al., 2008). A avaliação da hiperalgesia 
mecânica iniciou 30 mim após o tratamento com ,-amirina ou com os 
agonistas seletivos dos receptores CB1 e CB2. 
 Para investigar o envolvimento dos receptores canabinóides 
CB1 e CB2 na ação antiinflamatória demonstrada pela mistura de 
isômeros ,-amirina, diferentes grupos de camundongos foram tratados 
por via intraperitoneal (i.p.) com o antagonista seletivo do receptor CB1, 




AM630 (3 mg/kg), 24 após a injeção i.pl. de CFA. Os camundongos 
foram tratados com a mistura de isômeros ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) 
30 min após o tratatamento com os antagonistas dos receptores CB1 e 
CB2. Os animais foram sacrificados 3 ou 6 h após o tratamento com o 
composto e a pele da pata posterior direita e a porção lombar da medula 
espinhal foram removidas para posterior análise das citocinas IL-1, IL-
6 e KC ou ainda para avaliação indireta da migração de neutrófilos 
através do ensaio de mieloperoxidase. 
Para comprovar a seletividade desses antagonistas, realizamos 
novos experimentos onde camundongos submetidos à injeção i.pl. de 
CFA foram tratados com o agonista seletivo do receptor CB1, ACEA, na 
presença do antagonista seletivo do receptor CB2, AM630 ou tratados 
com o agonista seletivo do receptor CB2, JWH-133, na presença do 
antagonista seletivo do receptor CB1, AM251. 
 
3.4.5. Administração intratecal do oligonucleotídeo anti-sense para 
os receptors CB1 e CB2: A fim de confirmar o envolvimento dos 
receptores CB1 e CB2 no efeito anti-hiperalgésico demonstrado pela ,-
amirina, diferentes grupos de camundongos foram tratados com o 
oligonucleotídeo anti-sense (ODN-AS) (12,5 µg/5 µl) contra a região 
codificadora do receptor CB1 (5’-GCCTGCTAGAATCGCATT-3’) ou 
do receptor CB2 (5’-CTGCTGAGCGCCCTGGAGAAGAAC-3’). A 
injeção foi realizada por via intratecal (i.t.), no espaço sub-aracnóide 
(L3-L5) em camundongos anestesiados com uma mistura inalatória de 
isoflurano (3%) e oxigênio (2%), 24 horas após a LPNC. O tratamento 
foi realizado por 3 dias consecutivos em intervalos de 12 horas entre as 
administrações. Os grupos controles receberam tratamento com o 
missense (ODN-MS; 5’-GCCTGCTAGAATCGCATT-3’). No final do 
terceiro dia de tratamento, 30 min após a última injeção i.t. de ODN-AS 
ou ODN-MS, os animais receberam o tratamento com ,-amirina (30 
mg/kg; v.o.). A avaliação da hiperalgesia mecânica foi realizada de 1 a 6 
h após o tratamento com o composto ,-amirina. 
 
3.5. Análise do limiar de resposta frente ao estímulo mecânico 
através do filamento de von Frey 
Para avaliar a hiperalgesia mecânica, os camundongos foram 
colocados individualmente em compartimentos individuais feitos de 
acrílico transparente (9  7  11 cm). Os compartimentos estavam 
localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir o acesso 
à superfície ventral da pata traseira direita. Os animais foram 
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aclimatizados por pelo menos 30 min antes dos testes comportamentais. 
A freqüência de resposta de retirada da pata foi obtida através de 10 
aplicações (duração de 1 s cada) do filamento de von Frey 0,6 g (VFH, 
Stoelting, Chicago, USA) (Larson et al., 1985). Os estímulos foram 
realizados na superfície plantar da pata traseira direita do animal. O 
filamento 0,6 g, por produzir em média 15% de freqüência de retirada da 
pata, foi utilizado durante todo o trabalho por ser considerado um valor 
adequado para a avaliação da hiperalgesia mecânica (Bortolanza et al., 
2002). Com o objetivo de determinar o limiar de retirada da pata basal 
(B), todos os grupos de animais foram submetidos à avaliação antes da 
injeção intraplantar de CFA e antes da LPNC. 
 
3.6. Análise do limiar de sensibilidade térmica ao calor  
A técnica utilizada foi descrita por Hargreaves et al. (1988). Os 
camundongos foram colocados em uma câmara de acrílico com fundo e 
lados transparentes (Plantar Test, Ugo Basile, modelo 7371), onde 
permaneceram durante 30 minutos, por um período de 3 dias, antes do 
teste. Decorrido o tempo de adaptação dos animais ao ambiente, um 
feixe de luz previamente estabelecido de intensidade 25, foi incidido 
abaixo do fundo transparente e posicionado sob a pata posterior direita 
dos animais. A intensidade do feixe luminoso foi adequada para não 
causar a retirada da pata dos animais controle. A hiperalgesia térmica foi 
caracterizada como a retirada da pata dos animais dentro do tempo de 20 
segundos. Para determinar o limiar térmico basal (B), todos os animais 
foram submetidos à avaliação antes da injeção i.pl. de CFA e antes do 
procedimento de LPNC.  A hiperalgesia térmica foi avaliada em 
diferentes tempos após a injeção i.pl. de CFA ou após o procedimento 
de LPNC. 
 
3.7. Análise do edema de pata 
O aumento de volume da pata dos camundongos foi medido 
com auxílio do pletismômetro (Ugo Basile). A diferença entre o volume 
das patas direita e esquerda foi quantificada (em µl) e tomada como 
índice de edema de acordo com a técnica descrita para medida em 
pletismômetro por Ferreira et al. (1978) e modificada para camundongos 
por Henriques et al. (1987). Todos os animais foram submetidos à 
avaliação do edema de pata antes (tempo 0) e em diferentes tempos após 






3.8. Avaliação comportamental dos efeitos psicomiméticos de 
agonistas canabinóides  
A Tetrade é um conjunto de testes responsáveis por avaliar 
quatro principais alterações causadas pelo tratamento com agonistas 
canabinóides: hipotermia, analgesia, hipolocomoção e catalepsia 
(Pertwee, 1972; Fox et al., 2001). Como o tratamento com a mistura de 
isômeros ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) demonstrou ação anti-
hiperalgésica em modelos de dor persistente e sua ação depende da 
ativação do sistema canabinóide, grupos distintos de animais foram 
selecionados, tratados com ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) ou com os 
agonistas seletivos dos receptores CB1 (ACEA; 10 mg/kg; i.p.) ou CB2 
(JWH-133; 10 mg/kg; i.p.) e avaliados nos testes descritos a seguir. 
 
3.8.1. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod) 
O desempenho motor dos camundongos tratados com o isômero 
,-amirina (30 mg/kg; v.o.) foi avaliado através do teste do rota-rod 
conforme a metodologia descrita anteriormente (Vaz et al., 1996). O 
aparelho de rota-rod (Ugo Basile, modelo 7600) consiste em um cilindro 
com 2,5 cm de diâmetro, subdividido em seis compartimentos divididos 
por discos de 25 cm de diâmetro. O cilindro gira a uma velocidade 
constante de 22 rotações por minuto. Os camundongos foram treinados 
48 e 24 h antes dos experimentos conforme sua reatividade ao teste, 
sendo desprezados aqueles que não permaneceram 120 segundos no 
aparelho. Os animais foram avaliados quanto à atividade locomotora 
antes (tempo 0) e em tempos determinados (30, 60, 120 e 180 min) após 
a administração da mistura de isômeros ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) ou 
após a administração dos agonistas seletivos dos receptores 
canabinóides CB1 (ACEA; 10 mg/kg; i.p.) ou CB2 (JWH-133; 10 mg/kg; 
i.p.). Os resultados foram expressos como tempo (s) em que os animais 
permaneceram sobre o aparelho.  
 
3.8.2. Temperatura corporal 
A temperatura corporal dos camundongos foi avaliada 
utilizando um termômetro digital (BD Basics USA). O mesmo foi 
lubrificado e inserido em uma profundidade de 2 cm no reto dos 
camundongos. A temperatura corporal foi obtida antes (tempo 0) e em 
tempos determinados (30, 60, 120 e 180 min) após o tratamento oral dos 
animais com ,-amirina (30 mg/kg) ou após o tratamento 
intraperitoneal com os agonistas seletivos dos receptores canabinóides 




3.8.3. Limiar basal de sensibilidade térmica ao calor 
Uma fonte radiante de calor (Tail-Flick Analgesia Meter, Ugo 
Basile, Italy) foi utilizada para avaliar a latência de retirada da cauda. Os 
animais foram posicionados sobre o aparato experimental e a porção da 
cauda situada a 2 cm da base foi exposta a um feixe de luz de 
intensidade 15. A latência de retirada da cauda foi definida como o 
intervalo de tempo, em segundos, que o camundongo levou para retirar a 
cauda do feixe luminoso. Todos os animais foram avaliados previamente 
para determinar o limiar térmico basal (tempo 0) e submetidos a análise 
30, 60, 120 e 180 min após o tratamento com ,-amirina (30 mg/kg; 
v.o.) ou após o tratamento intraperitoneal com os agonistas seletivos dos 
receptores canabinóides CB1 (ACEA; 10 mg/kg) ou CB2 (JWH-133; 10 
mg/kg). Vinte segundos foram adotados como tempo máximo de reação 
para evitar possíveis danos teciduais (D´Amour e Smith, 1941). 
 
3.8.4. Catalepsia 
A catalepsia foi avaliada utilizando o teste da barra suspensa. 
Para isso as patas dianteiras dos camundongos foram apoiadas em uma 
barra horizontal (4,5 cm de altura por 0,5 cm de diâmetro) (Sanberg et 
al., 1988). O tempo em que os animais se mantiveram imóveis e com 
suas patas sobre a barra foi avaliado durante 60 s. A catalepsia foi 
avaliada nos tempos de 0 (limiar basal) e em tempos determinados (30, 
60, 120 e 180 min após o tratamento com a mistura de isômeros ,-
amirina (30 mg/kg; v.o.) ou após o tratamento com os agonistas 
seletivos dos receptores CB1 (ACEA; 10 mg/kg; i.p.) ou CB2 (JWH-133; 
10 mg/kg; i.p.). 
 
3.9. Quantificação do RNA mensageiro para os receptores CB1 e CB2 
3.9.1. Extração do RNA total 
Os camundongos foram submetidos à LPNC e 4 dias após a 
cirurgia foram tratados com ,-amirina (30 mg/kg; v.o.). Um grupo 
distinto de animais recebeu a injeção intraplantar de CFA e 24 h ou 4 
dias após a injeção de CFA foram tratados com ,-amirina (30 mg/kg; 
v.o.). Seis horas após o tratamento com ,-amirina ou veículo, os 
animais foram sacrificados por decapitação e o tecido da região lombar 
da medula espinhal (L3-L5) foi removida. A fim de verificar se a ,-
amirina apresentaria algum efeito per se na expressão do mRNA, um 
grupo de animais distintos que não foram submetidos à LPNC e nem 




mg/kg; v.o.) e 6 h após foram sacrificados por decapitação e a região 
lombar da medula espinhal e o córtex foram removidos. 
A preparação das amostras foi realizada em condições livres de 
RNAse. A extração do RNA total foi realizada através da 
homogeneização dos tecidos em reagente de TRIzol® (1 ml de reagente 
para 100 mg de tecido) (Invitrogen, SP, Brazil), conforme 
recomendações do fabricante. Após a homogeneização com TRIzol® 
adicionou-se 200 μL de clorofórmio e as amostras foram centrifugadas 
(10.000 rpm, 15 min, 4 ºC). A fase aquosa contendo o RNA foi 
transferida para um novo tubo, ao qual adicionou-se 500 μl de álcool 
isopropílico. O conteúdo do tubo foi misturado por inversão e 
posteriormente mantido em repouso a temperatura ambiente por 10 min. 
A mistura foi centrifugada (10.000 rpm, 10 min, 4 ºC), sendo o 
precipitado resultante re-suspenso em 1 mL de etanol 75% gelado. As 
amostras foram novamente centrifugadas (5.000 rpm, 5 min, 4 ºC), o 
etanol desprezado e o precipitado, o qual contém o RNA foi dissolvido 
em água ultra pura. A concentração e a pureza do RNA foram 
determinadas no aparelho NanoDrop 1100 (NanoDrop Technologies, 
Wilmington, DE, USA). O RNA foi aliquotado e estocado em freezer a -
70 ºC até o momento do uso. 
 
3.9.2. Confecção do DNA complementar (Reação de Transcrição 
Reversa) 
Após a extração do RNA, realizou-se a transcrição reversa do 
mRNA em DNA complementar (cDNA). Para a reação de transcrição 
reversa, 1 µL de cada amostra contendo 2 µg de RNA total foram 
incubadas com 1 µL de Oligo dT 15, 1 µL de uma mistura de dNTPs (10 
mM) e com água ultra pura para um volume final de 12 µL. Essas 
amostras foram aquecidas por 5 min a 65 ºC, esfriadas por 5 min a 4 ºC 
e acrescidas de 4 µL de tampão de primeira fita (Tris-HCl 250 mM, pH 
8.3, KCl 375 mM e MgCl2 15 mM), 2 µL de DTT 0,1 mM, e 1 µL de 
inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente, essa mistura foi incubada a 
37 ºC por 2 min e a enzima M-MLV (1µL, 200 U) foi adicionada. Após 
a adição da enzima, as amostras foram mantidas a 37 ºC por 50 min e a 
inativação da reação foi realizada por incubação a 75 ºC por 15 min. O 







3.9.3. Reação em cadeia da polimerase em tempo real 
O cDNA foi amplificado em duplicata utilizando o kit Master 
Mix TaqMan® Universal PCR, com primers específicos para 
camundongos com marcação 3’ quencher MGB e FAM, para o receptor 
CB1 (Mm01212171_s1), receptor CB2 (Mm00438286_m1), e GAPDH 
(Mm03302249_g1), o qual foi utilizado como controle endógeno. A 
reação de PCR foi realizada em uma placa de reação óptica de 96 poços. 
Cada reação continha: 1 µL de cDNA (100 ng), 5 µL de reagente master 
mix, 0,5 µL de primer para o alvo específico CB1 ou CB2, 0,5 µL de 
primer para GAPDH e 3,0 µL de água ultrapura, em um volume final de 
10 µL. As amplificações foram realizadas em um termociclador 
(StepOne Plus, Applied Biosystems) para 55 ciclos. A fluorescência foi 
coletada a cada ciclo de amplificação e os dados foram analisados 
utilizando o método para 2
−ΔΔCT
 para a quantificação relativa.  
 
3.10. Ensaio de Imunohistoquímica 
3.10.1. Preparo dos cortes histológicos e reativação antigênica 
Para o estudo de imunohistoquímica, diferentes grupos de 
camundongos foram submetidos à injeção intraplantar de CFA ou ao 
procedimento de LPNC. Os animais foram anestesiados com hidrato de 
cloral 7% (10 ml/kg, i.p.) e perfundidos transcardiamente com salina 
fisiológica enriquecida com heparina (1000 U/ml), seguida de 
paraformaldeído 4% (PFA) em solução salina 0,9%. Para o preparo dos 
cortes histológicos, tanto a região lombar (L3-L5) da medula espinhal 
quanto o tecido da pata foram coletados e mantidos em PFA 4% por 24 
horas e, posteriormente, mantidos em etanol 70%. Os tempos de coleta 
dos tecidos para posterior detecção dos fatores de transcrição p-CREB e 
p-p65 NF-κB foi de 6 horas após a injeção i.pl. de CFA e de 7 dias após 
o procedimento da LPNC. Para detecção da enzima COX-2, os tecidos 
foram coletados 24 horas após a injeção i.pl. de CFA ou 21 dias após o 
procedimento da LPNC. O processamento dos tecidos foi realizado 
através da desidratação por passagens sucessivas em etanol de 
concentrações crescentes (etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% e, 
finalmente, etanol absoluto) e em seguida dois banhos de xilol de 30 
minutos, com a finalidade de tornar os tecidos translúcidos (etapa de 
clareamento ou diafanização). Quando os tecidos tornaram-se 
translúcidos foram colocados na parafina, na qual passaram por três 
banhos de 1 hora cada até o processo de inclusão (montagem do bloco e 
posicionamento do tecido).  
A expressão da COX-2 e dos fatores de transcrição, p-CREB e 




partir dos blocos de parafina contendo amostras da porção lombar da 
medula espinhal e da pele da pata de camundongos naïve, falso-
operados, operados, CFA e tratados com ,-amirina (30mg/kg). A 
expressão dos receptores CB1 e CB2 foi detectada em cortes histológicos 
confeccionados a partir dos blocos de parafina contendo amostras da 
porção lombar da medula espinhal de camundongos naïve, falso 
operados, operados tratados com veículo e ODN-MS, operados tratados 
com ,-amirina e ODN-MS, operados tratados com veículo e ODN-AS 
e operados tratados com ,-amirina e ODN-AS. Os cortes teciduais de 
espessura de 5 µm, realizados através da utilização de um micrótomo 
(Leica Co.) e posicionados sobre uma lâmina silanizada, foram mantidos 
em estufa a uma temperatura de 60-70 ºC até a completa fusão da 
parafina ao redor dos cortes. Posteriomente, os tecidos foram 
desparafinados em xilol (xileno) e hidratados por passagens sucessivas 
em etanol absoluto. O bloqueio da peroxidase endógena dos tecidos foi 
realizado com o objetivo de eliminar o desenvolvimento de reações 
inespecíficas falso-positivas. Para tanto, as lâminas foram imersas em 
uma solução de peróxido de hidrogênio 1,5% em metanol absoluto (v/v) 
por 20 min com posterior lavagem em água destilada. Previamente à 
incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram submetidas ao 
tratamento para reativação antigênica, com a finalidade de recuperar os 
sítios antigênicos mascarados pela fixação e inclusão do tecido em 
paraformaldeido e parafina. Para este fim, foi preparada uma solução 
composta por 180 ml de ácido cítrico 0,1 M e 820 ml de citrato de sódio 
0,1 M (pH 6,0). As lâminas foram imersas nesta solução de reativação 
antigênica diluída 1:10 em água Milli-Q e mantidas em banho-maria 
ajustado para 95 – 98 °C, durante 45 min. Logo após, ainda como parte 
do processo de reativação antigênica através do calor, as lâminas foram 
retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min à temperatura 
ambiente, e posteriormente lavadas em água destilada. Após a lavagem, 
as lâminas foram submersas em PBS. 
 
3.10.2. Detecção imunológica 
A imunodetecção foi realizada utilizando anticorpos primários, 
tais como o anticorpo anti-CB1 policlonal de coelho (1:500), o anticorpo 
anti-CB2 policlonal de coelho (1:150), anticorpo anti-p-CREB policlonal 
de coelho (1:200), anticorpo anti-p-p65 policlonal de coelho (NF-κB) 
(1:100), e o anticorpo anti-COX-2 policlonal de coelho (1:500). A 
solução contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e 
as lâminas foram mantidas em câmara úmida a uma temperatura de 2 – 
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8 °C, durante 12 – 16 h. A seguir, as lâminas foram lavadas com tampão 
PBS à temperatura ambiente. Após lavagem, as lâminas foram 
incubadas com anticorpo secundário (1:250) anti-IgG/IgM conjugado 
com um polímero de peroxidase (Em Vision Plus; Dako Cytomation) 
em câmara úmida durante 90 min à temperatura ambiente. 
Posteriormente, foram realizadas duas lavagens utilizando-se PBS por 5 
min, em temperatura ambiente. As amostras foram então submetidas a 
uma revelação colorimétrica com kit comercial (Dako Cytomation), 
através de uma solução cromógena contendo 0,03 % de 3,3´-
diaminobenzidina (DAB: 3,3´,4,4´-tetraaminobifeniltetracloridrato) e 
0,3 % de peróxido de hidrogênio em PBS. O tempo de incubação dos 
cortes com a solução cromógena foi padronizado em 8s, em seguida 
foram imersos em água destilada. Após a revelação, foi realizada a 
contra-coloração das lâminas com solução de hematoxilina de Harris 
seguida de um ligeiro banho com solução amoniacal. Após a contra-
coloração, os cortes sofreram desidratação através de passagem das 
lâminas em etanol absoluto, diafanização em xilol e montagem em 
Entellan® (Merck, SP, Brasil).  Além de utilizar um grupo naïve como 
controle negativo, em cada reação foi utilizado um controle negativo na 
ausência do anticorpo primário.  
Os resultados foram registrados através da câmera digital (DS-
5M-L1 Nikon) acoplada ao microscópio óptico (Nikon Eclipse 50i) 
(ambos da Nikon, Melville, NY, USA), em aumento de 10X e 400x. As 
configurações para aquisição de imagem foram idênticas para todas as 
lâminas em todos os grupos experimentais, para o mesmo marcador. 
Quatro campos (aumento de 400x) foram capturados da região da derme 
da pata ou da região do corno dorsal da medula espinhal associada às 
terminações nervosas das fibras aferentes primárias. As imagens 
digitalizadas foram transferidas para o computador e a intensidade 
média de marcação, que difere a marcação do anticorpo da marcação 
inespecífica, foi determinada através do programa NIH ImageJ 1.40g 
(National Institutes of Health, Maryland, EUA). O resultado positivo foi 
revelado pelo aparecimento de coloração castanha no local da marcação 
pelos anticorpos. Para todas as análises, a intensidade total de pixels foi 
determinada, e os dados foram expressos como densidade óptica, 
utilizando o aumento de 400x. O método de imunohistoquímica 
utilizado neste estudo é extensivamente utilizado para detectar a 
expressão de proteínas em tecidos embebidos em parafina pelo método 






3.11. Dosagem de Citocinas  
Os níveis teciduais de TNF-, IL-1β, IL-6 e KC foram 
avaliados como descrito anteriormente (Campos et al., 2002) com 
poucas modificações. Resumidamente, o tecido das patas ou a região 
lombar da medula espinhal de camundongos foram removidos e 
homogeneizados em PBS contendo Tween 20 (0,05 %), fluoreto de 
fenilmetilsulfonila 0,1 mM, cloreto de benzometônio 0,1 mM, EDTA 
sódico 10 mM, e aprotinina A 2 ng/mL. O homogeneizado foi 
centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4 ºC, e o sobrenadante 
armazenado a -70 ºC até o momento da análise. A dosagem de proteínas 
existentes nas amostras foi realizada segundo o método de Bradford 
(1976). Os resultados foram expressos como a quantidade de citocina 
por miligrama de proteína da amostra. Os níveis de citocinas foram 
determinados utilizando-se Kits específicos de ELISA (enzyme-linked 
immuno-sorbent assay), de acordo com as recomendações do fabricante. 
 
3.12. Atividade da Enzima Mieloperoxidase  
A atividade da enzima mieloperoxidase foi realizada como 
indicativo do progresso da inflamação. Para esta análise, os tecidos da 
pata ou da região lombar da medula espinhal de camundongos foram 
removidos, limpos, homogeneizados em tampão EDTA/NaCl (10 mM; 
pH 4,7) e centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4 ºC. O 
precipitado resultante foi ressuspenso em 111 μl de tampão 1 gelado 
(NaCl 0,1 M; NaPO4 0,02 M; EDTA sódico 0,015 M; pH 7,4) ao qual 
foi adicionado 333 μl de NaCl 0,2 % gelado e, após 30 segundos, 333 μl 
de NaCl 1,6 % contendo glicose 5 % (gelado). A solução foi 
centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 4 ºC. O precipitado formado 
foi outra vez suspenso em tampão 2 gelado (NaPO4 0,5 M e 5 % de 
hexadeciltrimetilamônio (HTAB); pH 5,4). As amostras obtidas foram 
congeladas em nitrogênio líquido e descongeladas em banho-maria (36 
C), sendo esse procedimento repetido 3 vezes. Após o último 
descongelamento, as amostras foram centrifugadas novamente a 10.000 
x g por 15 minutos a 4 ºC, e 25 µl do sobrenadante foram utilizados para 
o ensaio de atividade da mieloperoxidase. A reação enzimática para 
análise da atividade da mieloperoxidase foi realizada na presença de 
tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM, NaPO4 80 mM e peróxido de 
hidrogênio (H2O2) 0,3 mM. A absorbância foi medida por 
espectrofotometria em 690 nm e os resultados foram expressos como 




3.13. Ensaio de união específica (Binding) 
O ensaio de união específica para os receptores canabinóides foi 
conduzido conforme previamente descrito por Ibrahin e colaboradores 
(2003) com pequenas modificações. As membranas foram preparadas 
com cérebro de rato, contendo receptores CB1 e com baço de ratos, 
contendo os receptores CB2. Para a obtenção das membranas, os ratos 
foram sacrificados por decapitação e o cérebro e o baço foram 
cuidadosamente removidos e homogeneizados em tampão A gelado (pH 
de 7,4) contendo: 50 mM de Tris-HCl; 320 mM sacarose; 1 mM EDTA; 
3 mM MgCl2. O homogeneizado foi primeiramente centrifugado por 10 
minutos, 3.650 x g a 4 ºC. O precipitado formado foi desprezado e o 
sobrenadante foi centrifugado a 18.000 rpm por 60 min, a 4 ºC. O 
precipitado resultante foi resuspenso em 1 ml de tampão B gelado (pH 
7,4), contendo: 50 mM de Tris-HCl; 1 mM EDTA; 3 mM MgCl2. A 
dosagem de proteínas foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et 
al., 1951). Os experimentos foram realizados em duplicata, com volume 
final de 500 μl, em tampão C (pH de 7,4) contendo: 50 mM de Tris-
HCl; 3 mM MgCl2; 1 mM EDTA, 100 µM PMSF; com 0,2% de 
albumina, contendo a preparação de membranas de cérebro  ou de baço 
de ratos (50 µg/proteína) e 0,5 nM de [
3
H]SR141716A (receptor CB1) 
(atividade específica de 52 Ci/mmol) ou 0,8 nM de [
3
H]CP-55,940 
(receptor CB2) (atividade específica de  147,9 Ci/mmol) na presença ou 




M) e do agonista não seletivo dos 
receptores canabinóides, WIN 55,212-2 (100 µM) para avaliação da 
união inespecífica. Após 60 min de incubação (30 ºC), a reação foi 
interrompida por filtração. Os filtros foram previamente incubados com 
solução de polietilenoimina (0,1%) por um período mínimo de 2 h. Em 
seguida os filtros foram expostos a filtração a vácuo e então lavados 
com 1 ml de tampão C. As amostras foram então filtradas e, 
imediatamente após à filtração, foram lavadas por três vezes 
consecutivas com 1 ml de tampão C gelado. Após secagem, os filtros 
foram colocados em eppendorfs contendo 1 ml de líquido de cintilação, 
permanecendo em repouso por 24 horas, para posterior leitura no 
cintilador beta (Packard, modelo Tri-Carb 1600 TR). Os resultados 
foram normalizados com 0 e 100% da ligação específica do radioligante. 
Os dados foram obtidos em duplicata de 4 experimentos independentes.  
 
3.14. Drogas e reagentes 
O adjuvante Completo de Freund’s (CFA), peróxido de 




com fosfato (PBS) foram comprados da Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, USA). 
Os agonistas canabinóides R-[2,3-diidro-5-metil-3(4-
morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3,-de]-1,4-benzoxazina-6-il]-1-naftalenila 
metanonea mesilato (WIN 55,212-2), (2-metil-1-propil-1H-indol-3-yl)-
1-naftalenilmetanona (JWH-133, [N-(2-cloroetil)5,8,11,14-
eicosaetraenamida] (ACEA), os antagonistas canabinóides N-
(Piperidina-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenill)-4-metil-1H-
pirazole-3-carboxamida (AM251) e 6-Iodo-2-metil-1-[2-(4-
morfolinil)etil]-1H-indol-3-il](4-metoxifenil)metanona (AM630) foram 
adquiridos da Tocris Bioscience (Missouri, USA). 
O antisense oligodeoxinucleotídeo específico para o receptor 
CB1 (ODN-AS, sequência 5’-GCCGTCTAAGATCGACTT-3’), CB2 
(ODN-AS, sequência 5’-CTGCTGAGCGCCCTGGAGAAC-3’) e o 
controle negativo (ODN-MS, sequência 5’-
GCCTGCTAGAATCGCATT-3’) foram obtidos da Prodimol 
Biotecnologia (Belo Horizonte, Brazil).  
O reagente TRizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), o Oligo 
dT, a enzima transcriptase reversa M-MLV, o dNTP, o DTT, o Tris-HCl 
e o RNAsin foram obtidos da Promega (Madison, WI, USA). O kit 
Master Mix TaqMan® Universal PCR, a placa de reação óptica de 96 
poços, os primers específicos para camundongos, com marcação 
3’quencher MGB e FAM, para os receptores CB1 (Mm01212171_s1), 
receptor CB2 (Mm00438286_m1), e GAPDH (Mm03302249_g1), foram 
todos procedentes da Applied Biosystems (São Paulo, Brasil). 
Os anticorpos policlonais primários anti-CB1 e anti-CB2 são 
provenientes da Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA. Os 
anticorpos policlonais anti-p-CREB (Ser133) e anti-p-p65 NF-κB 
(Ser276) foram comprados da Cell Signaling Technology (Beverly, MA, 
USA) e o anti-corpo policlonal anti- COX-2 foi adquirido da Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
Os kits de ELISA para IL-1β, TNF-α e KC, para camundongos 
foram comprados da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). O kit de 
ELISA para IL-6 para camundongos foi comprado da Bioscience (San 
Diego, CA, USA). 
O Isoflurano (Cristália, São Paulo, Brasil), hidrato de cloral 
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), pastilhas de PBS, citrato de sódio, 
hematoxicilina de Harris, MgCl2, KCl, paraformaldeído, etanol, xilol, 
metanol, acetona, o entellan, dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80 
todos obtidos da Merck & Co. (Inc., Whitehouse Station, NJ, USA). 
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Streptavidina-horseradish peroxidase e o 3,3′-diaminobenzidine (DAB) 
obtidos da Dako (Glostrup, Denmark).  
Os compostos trierpenos pentacíclicos ácido ursólico, ácido 
oleanólico e betulina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO, USA). 
O radioligante [
3
H]CP-55,940 (atividade específica 147,9 
Ci/mmol) foi adquirido da PerkinElmer (Massachusetts, USA) e o 
[
3
H]SR141716A atividade específica 52 Ci/mmol) foi adquirido da 
Amersham Life Science (UK). 
O triterpeno ,-amirina (mistura de 1:1) foi isolado da resina 
da espécie vegetal Protium kleinii como descrito anteriormente por 
Oliveira e colaboradores (1998), com o grau de pureza maior que 95%. 
Para a realização dos experimentos, o composto α,β-amirina foi 
dissolvida em 5% de tween 80, 5% de etanol absoluto e 90% de PBS. 
Soluções estoque de WIN 55,212-2 foram preparadas com 100% de 
DMSO. Para atingir a concentração de WIN 55,212-2 desejada, foram 
adicionados 5% de tween 80 e 95% de PBS, sempre tomando o cuidado 
para que a concentração final de DMSO não ultrapassasse 0,5%. 
Soluções estoque do agonista do receptor CB1, ACEA, foram preparadas 
com 100% etanol e do agonista do receptor CB2, JWH-133, com 100% 
de Tocrisolve 
TM
 100 (Tocris Bioscience). O antagonista seletivo do 
receptor CB1, AM251 foi diluído em 5% de etanol e 95% de PBS e o 
antagonista do receptor CB2, AM630 foi diluído em 5%de DMSO e 
95%de PBS. Os grupos controles foram tratados com salina contendo a 
mesma quantidade do solvente utilizado para diluir as drogas. 
 
3.15. Análise estatística 
Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da 
média (E.P.M., 95%) de 3-6 animais por grupo. As porcentagens de 
inibição citadas nos testes de análise comportamental foram calculadas 
como a média ± E.P.M. da diferença (em porcentagem) entre as áreas 
sob as curvas obtidas. Para os demais testes avaliados, as porcentagens 
de inibição foram calculadas como a média ± E.P.M. da diferença (em 
porcentagem). Todas as análises estatísticas foram realizadas para cada 
experimento individual em relação ao grupo controle correspondente. A 
análise estatística dos dados foi realizada por meio de análise de 
variância (ANOVA) de uma via, com medidas repetidas quando 
necessário. As análises foram complementadas pelo teste post-hoc de 
Bonferroni, quando adequado. O cálculo da CI50 foi determinado pela 




Valores de p menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como 
indicativos de significância. Todas as análises citadas acima foram 
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versão 4.0 para 
Windows (GraphPad Software, San Diego Califórnia USA). A constante 
de inibição (Ki) dos compostos competidores foi calculada usando a 







































4.1. Atividade anti-hiperalgésica dos triterpenos pentacíclicos 
betulina, ácido oleanólico e ácido ursólico sobre a hiperalgesia 
mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA e pela LPNC 
 
 A fim de avaliar a habilidade dos triterpenos pentacíclos em 
inibir respostas hiperalgésicas persistentes, diferentes grupos de 
camundongos foram tratados com os compostos triterpenos 
pentacíclicos betulina (30 mg/kg; Figura 2A), ácido ursólico (50 mg/kg; 
Figura 2C) ou ácido oleanólico (30 mg/kg; Figura 2E), todos 
administrados 1 hora antes da injeção i.pl. de CFA. O pré-tratamento 
com os compostos triterpenos pentacíclicos betulina e ácido ursólico, 
diminuiu significativamente a hiperalgesia mecânica até 4 h após a 
injeção i.pl. de CFA, com inibições de 25% e 31%, (Figuras 2 B e D), 
respectivamente. Curiosamente, o tratamento com o ácido oleanólico 
reduziu a hiperalgesia mecânica, apenas na 4ª hora após a injeção i.pl. 
de CFA (Figura 2E), com inibição de 38% (Figura 2F).  
 O tratamento oral com a gabapentina (70 mg/kg), utilizado 
como controle positivo, também foi eficaz em inibir a hiperalgesia 
mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA, semelhante aos resultados 
obtidos com os tratamentos com os triterpenos pentacíclicos (Figura 2). 
O tratamento diário (por 5 dias consecutivos) com os compostos 
betulina (Figura 2A), ácido oleanólico (Figura 2C) e ácido ursólico 
(Figura 2E) conferiu uma ação anti-hiperalgésica, quando avaliada 
diariamente, 3 h após cada tratamento, mesmo quando houve 
interrupção do tratamento. As inibições observadas foram de 34% para 
betulina (Figura 2B), 43% para o ácido ursólico (Figura 2D) e 33% 
para o ácido oleanólico (Figura 2F). Resultados semelhantes foram 






Figura 2: Efeito dos triterpenos pentacíclicos na hiperalgesia mecânica induzida pela 
injeção i.pl. de CFA. (A) betulina (30 mg/kg), (C) ácido ursólico (50 mg/kg) e (E) ácido 
oleanólico (30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes (tratamento agudo) 
ou do 2 ao 6 dia (tratamento prolongado), após a injeção i.pl. de CFA. A avaliação da 
hiperalgesia mecânica iniciou 1 h depois da injeção i.pl. de CFA (20 µl/pata) e durante 
todo o tratamento prolongado, 3 h após cada tratamento. A hiperalgesia foi avaliada 
através da aplicação do filamento de Von Frey 0,6 g. (B, D e F) Área sob a curva dos 
tratamentos demonstrados nos Painéis A, C e D, respectivamente. A gabapentina (70 
mg/kg), controle positivo, foi administrada seguindo o mesmo esquema de tratamento dos 
compostos. Cada ponto representa a média de 5-6 animais e as linhas verticais indicam ± 
E.P.M. Os símbolos denotam diferança significativa: #p<0,05 do grupo que recebeu 
injeção i.pl. de PBS e *p<0,05 do grupo tratado com veículo + CFA. A análise estatística 
foi realizada por ANOVA de uma via com medidas repetidads seguida pelo teste post hoc 




 De maneira semelhante, o tratamento com os compostos 
triterpenos pentacíclicos betulina (30 mg/kg; Figura 3A), ácido ursólico 
(50 mg/kg; Figura 3C) ou com ácido oleanólico (30 mg/kg; Figura 
3E), reduziu significativamente a hiperalgesia mecânica induzida pela 
LPNC, quando administrados no 4 dia após a cirurgia, por até 6 h após 
o tratamento, demonstrando uma inibição de 36%, 35% e 38%, 
conforme calculado pela AUC (Figura 3B, D e F, respectivamente). 
Além disso, quando realizado o tratamento prolongado com estes 
triterpenos pentacíclicos, por 5 dias consecutivos, obteve-se uma 
redução significativa da hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC 
(Figura 3), quando avaliada diariamente, sempre 3 h após cada 
tratamento, com inibições de 42% para betulina (Figura 3B), 37% para 
ácido ursólico (Figura 3D) e 68% para o ácido oleanólico (Figura 3F), 


























































Figura 3: Efeito do tratamento com os triterpenos pentacíclicos na hiperalgesia mecânica 
induzida pela LPNC. (A) Betulina (30 mg/kg), (C) ácido ursólico (50 mg/kg) e (E) ácido 
oleanólico (30 mg/kg) foram administrados por via oral, 1 h antes (tratamento agudo) ou 
do dia 4 ao dia 8 (tratamento prolongado), após a LPNC. A avaliação da hiperalgesia 
mecânica iniciou 1 h depois da LPNC e durante o tratamento prolongado, 3 h após cada 
tratamento, verificado através da aplicação do filamento de Von Frey 0,6 g. (B, D e F) 
Área sob a curva dos tratamentos demonstrados nos Painéis A, C e D, respectivamente. A 
gabapentina (70 mg/kg), controle positivo, foi administrada por via oral 1 h antes da 
LPNC ou 3 h antes da avaliação diária. Cada ponto representa a média de 5–6 animais e 
as linhas verticais indicam ± E.P.M. Os símbolos denotam diferença significativa: 
#p<0,05 do grupo falso-operado e *p<0,05 do grupo submetido à LPNC. A análise 
estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc Bonferroni. 
B (Limiar de retirada da pata basal).  
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4.2. Efeito anti-hiperalgésico e antiinflamatório da mistura de 
isômeros ,-amirina sobre a resposta inflamatória e hiperalgésica 
induzida pela injeção i.pl. de CFA 
A injeção i.pl. de CFA induziu uma hiperalgesia mecânica de 
longa duração (por até 23 dias), caracterizada pelo aumento significativo 
na freqüência de retirada da pata após estimulação mecânica com 
filamento de Von Frey (Figura 4). O pré-tratamento oral com ,-
amirina nas doses de 3, 10 ou 30 mg/Kg (1 h antes da injeção i.pl. de 
CFA) foi eficaz em inibir significativamente a hiperalgesia mecânica até 
24 h após a injeção i.pl. de CFA  (Figura 4A). Apesar de todas as doses 
testadas no tratamento apresentarem inibição contra a hiperalgesia 
mecânica, os cálculos baseados na área sob a curva (AUC) revelam que 
este efeito não foi dose-dependente (Figura 4B). Entretanto, a dose de 
30 mg/kg demonstrou maior inibição (69%) quando comparada as 
demais doses. O tratamento diário com ,-amirina (30 mg/kg; v.o.), 
por 5 dias consecutivos, resultou em uma inibição prolongada da 
hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA (Figura 4C). 
O efeito anti-hiperalgésico manteve-se por 9 dias após a interrupção do 
tratamento. No 18º dia após a injeção de CFA, um novo tratamento foi 
re-iniciado (por mais 5 dias consecutivos) e novamente foi observada 
uma inibição significativa da hiperalgesia mecânica, descartando  um 
possível efeito indutor de tolerância pelo composto (inibição total de 
45%) (Figura 4D). Além disso, o tratamento local com ,-amirina (30 
µg/pata; i.pl.) administrado 24 h depois da injeção i.pl de CFA foi eficaz 
em inibir a hiperalgesia mecânica até 2 h após o tratamento (Figura 





Figura 4: Efeito da α,β-amirina sobre a hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. 
de CFA em camundongos. (A) Diferentes doses de α,β-amirina (3, 10 e 30 mg/kg, v.o.) 
foram administradas 1 h antes de CFA (20 μl/pata) e a avaliação da hiperalgesia mecânica 
foi iniciada 1 hora após. (C) Efeito do tratamento prolongado com α,β-amirina (30 
mg/kg, v.o.). Camundongos foram tratados com α,β-amirina uma vez por dia, sempre três 
horas antes da avaliação do limiar mecânico. O tratamento foi realizado do 3º ao 7º dia 
após a injeção i.pl. de CFA e reiniciou no 18º até o 22º dia. (E) Tratamento local com 
α,β-amirina (30 µg/pata) 24 h após a injeção de CFA. (B, D, F) Representam área sob a 
curva dos Paineis A, C e E, respectivamente. Cada ponto representa a média de 5–6 
animais e as linhas verticais indicam o erro padrão da média (E.P. M). Os símbolos 
denotam diferença significativa: #p<0,05 do grupo que recebeu injeção i.pl. de PBS e 
*p<0,05 do grupo tratado com veículo + CFA. A análise estatística foi realizada pelo 
ANOVA de uma via com medidas repetidas se necessário. A análise foi seguida pelo 
teste post hoc Bonferroni. B (Limiar de retirada da pata basal). 
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Corroborando estes resultados, o pré-tratamento com ,-
amirina (30 mg/kg) foi capaz de aumentar em 52% o tempo de latência 
de retirada da pata  na hiperalgesia térmica induzida pela injeção i.pl. de 
CFA. O efeito foi estatisticamente sigficante por até 6 h após a injeção 
de CFA (Figura 5A). A Figura 5B ilustra a área sob a curva dos 
resultados apresentados na figura 3 A.  
Além de um pronunciado e duradouro aumento na frequência de 
resposta à aplicação dos filamentos de Von Frey, a injeção i.pl. de CFA 
também foi capaz de induzir o edema na pata de camundongos (Figura 
5C). O pré-tratamento com ,-amirina (30 mg/kg; v.o.), administrado 
1 h antes da injeção de CFA, inibiu significativamente o edema de pata 















Figura 5: Efeito da α,β-amirina sobre hiperalgesia térmica e edema de pata induzidos 
pela injeção i.pl. de CFA em camundongos. (A) Camundongos foram tratados com α,β-
amirina (30 mg/kg, v.o.) 1 h antes da injeção de CFA e a hiperalgesia térmica foi avaliada 
pelo teste de Hargreaves 1 h após a injeção de CFA. (C) Efeito do tratamento oral com 
α,β-amirina (30 mg/kg) sobre o edema de pata induzido por CFA. (B,D) Representam 
área sob a curva dos painéis A e C, respectivamente. Cada ponto representa a média de 
5–6 animais e as linhas verticais indicam ± E.P.M. Os símbolos denotam diferença 
significativa: #p<0,05 do grupo que recebeu injeção i.pl. de PBS e *p<0,05 do grupo 
tratado com veículo + CFA. A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via 










4.3. Efeito do tratamento oral com a mistura de isômeros ,-
amirina sobre a hiperalgesia mecânica e térmica induzidas pela 
Ligação Parcial do Nervo Ciático 
De maneira semelhante aos dados encontrados no modelo de 
CFA, o procedimento de LPNC produziu um quadro duradouro de 
hiperalgesia mecânica e térmica quando comparado ao grupo falso-
operado (Figura 6). Quando administrada no 4 dia depois da cirurgia, a 
mistura de isômeros ,-amirina (3, 10 e 30 mg/kg; v.o.) reduziu 
significativamente a hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC (Figura 
6A). No entanto o efeito anti-hiperalgésico apresentado pela ,-amirina 
não é dose dependente (Figura 6A). Semelhante ao resultado 
encontrado no modelo de CFA, a dose de 30 mg/kg foi a mais efetiva 
em inibir a hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC, demonstrando 
uma inibição total de 52% (Figura 6B). A inibição foi significativa em 
até 7 h após o tratamento. Esta mesma dose também demonstrou 
eficácia em inibir a hiperalgesia térmica induzida por LPNC durante 
todo o período avaliado (48 h) (Figura 6C), com inibição de 72%, de 






















































Figura 6: Efeito do tratamento com a mistura de isômeros α,β-amirina sobre a 
hiperalgesia mecânica e térmica induzida pela LPNC. α,β-amirina ou veículo foram 
administrados no 4 dia após a cirurgia e avaliados quanto ao limiar mecânico (A) e 
térmico (C). (B) Área sob a curva referente ao Painel A. (D) Área sob a curva referente 
ao Painel C.  A hipernocicepção mecânica foi avaliada utilizando filamentos de von Frey 
(0,6 g) e hipernocicepção térmica foi avaliada pelo teste de Hargreaves. Cada ponto 
representa a média de 5–6 animais e as linhas verticais indicam ± E.P.M. Os símbolos 
denotam diferença significativa: #p<0,05 do grupo falso-operado e *p<0,05 do grupo 
submetido à LPNC. A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via com 






O tratamento prolongado com ,-amirina (30 mg/kg; v.o.) 
realizado por 5 dias consecutivos reduziu significativamente a 
hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC (Figura 7A), quando 
avaliada diariamente, sempre 3 h depois do tratamento (inibição de 
60%; Figura 7B). Quando o tratamento foi interrompido a hiperalgesia 
mecânica se reestabeleceu rapidamente. O tratamento foi reiniciado no 
13 dia após a cirurgia, por mais 5 dias consecutivos, e novamente foi 
observado a redução significativa da hiperalgesia mecânica (inibição de 
65%; Figura 7C). 
Além disso, o tratamento oral com ,-amirina (30 mg/kg), 
administrado 1 h antes da cirurgia, preveniu significativamente o 
desenvolvimento da hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC (Figura 
7D ). Este efeito pôde ser observado durante todo o período do teste, 






Figura 7: Efeito do tratamento preventivo e terapêutico com α,β-amirina sobre a 
hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC. (A) Os animais receberam α,β-amirina ou 
veículo, uma vez por dia (4 ao 8 dia) e  novamente do 13 ao 17 dia e a hiperalgesia 
mecânica foi avaliadda diariamente, 3 h após o tratamento. (B e C) Área sob a curva dos 
tratamentos demonstrados no painel A. (D) Efeito do tratamento preventivo (1 h antes da 
cirurgia) com α,β-amirina sobre a hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC (D). A 
hipernocicepção mecânica foi avaliada utilizando filamentos de von Frey (0,6 g). Cada 
ponto representa a média de 5–6 animais e as linhas verticais indicam ± E.P.M. Os 
símbolos denotam diferença significativa: #p<0,05 do grupo falso-operado e *p<0,05 do 
grupo submetido à LPNC. A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via 




4.4. Envolvimento dos receptores canabinóides na ação anti-
hiperalgésica da ,-amirina sobre a hiperalgesia mecânica 
induzida pela injeção i.pl. de CFA e pela LPNC 
 Sabendo da interação dos receptores canabinóides em processos 
nociceptivos e inflamatórios e levando em consideração a marcada ação 
antiinflamatória e anti-hiperalgésica da mistura de isômeros α,β-amirina 
nos modelos de dor crônica aqui avaliados, novos experimentos foram 
realizados para determinar se estes efeitos estariam relacionados com o 
sistema canabinóide. 
O tratamento prévio com o antagonista do receptor CB1, 
AM251 (Figura 8A e 8E) ou com o antagonista do receptor CB2, 
AM630 (Figura 8B e 8F) bloqueou significativamente o efeito anti-
hiperalgésico demonstrado pela α,β-amirina (30 mg/kg, v.o.) em 
camundongos submetidos à injeção i.pl. de CFA. De maneira 
interessante, o efeito anti-hiperalgésico de α,β-amirina foi semelhante ao 
efeito causado pelo agonista seletivo do receptor CB1, ACEA (Figuras 
8C e 8E) e do receptor CB2, JWH-133 (Figuras 8D e 8F). 
De maneira semelhante aos resultados encontrados no modelo 
de CFA,  o pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor CB1, 
AM251 (Figura 9A e 9C) ou com o antagonista seletivo para o receptor 
CB2, AM630 (Figura 9B e 9D) preveniu significativamente o efeito 







Figura 8: Evidência do envolvimento dos receptores canabinóides no efeito anti-
hiperalgésico do tratamento com α,β-amirina sobre a hiperalgesia mecânica induzida pela 
injeção i.pl.  de CFA. O antagonista do receptor CB1, AM251 (A) ou o antagonista do 
receptor CB2, AM630 (B) foram administrados 24 h após a injeção de CFA. Trinta 
minutos após o tratamento com os antagonistas, os camundongos receberam α,β-amirina 
(30 mg/kg, v.o.). Efeito do agonista CB1, ACEA (C) ou agonista CB2, JWH-133 (D) na 
hiperalgesia induzida pela injeção i.pl. de CFA. Painel E representa a área sob a curva de 
A e C. Painel F representa a área sob a curva de B e D. Cada ponto representa a média de 
5–6 animais e as linhas verticais indicam ± E.P.M. Os símbolos indicam diferença 
significativa: # p <0,05 do grupo CFA e * p <0,05 do grupo tratado com α,β-amirina ou 
agonista CB1R ou agonista CB2R. A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma 
via com medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc Bonferroni. B (Limiar de retirada 






Figura 9: Evidência do envolvimento dos receptores canabinóides no efeito anti-
hiperalgésico causado pela α,β-amirina sobre a hiperalgesia mecânica induzida pela 
LPNC. O antagonista seletivo do receptor CB1, AM251 (A) ou antagonista seletivo do 
receptor CB2, AM630  (B) foram administradas no 4º dia após a cirurgia. α, β amirina (30 
mg/kg, v.o.), foi administrada 30 minutos após o tratamento com antagonistas. Painéis C 
e D representam a área sob a curva do painéis A e B, respectivamente. Cada ponto 
representa a média de 5-6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os símbolos 
indicam diferença significativa: # p <0,05 do grupo LPNC e * p <0,05 do grupo tratado 
com α,β-amirina. A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via com 










Devido ao fato dos tratamentos com os antagonistas seletivos 
dos receptores CB1 e CB2 terem exibido um efeito semelhante no 
bloquieo da ação anti-hiperalgésica de α,β-amirina, e para comprovar, 
de fato, a seletividade desses antagonistas, realizamos novos 
experimentos onde camundongos submetidos a injeção i.pl. de CFA 
foram tratados com o agonista seletivo do receptor CB1, ACEA 
juntamente com o antagonista seletivo do receptor CB2, AM630 (Figura 
10A e C). Outro grupo de camundongos foi tratado com o agonista 
seletivo do receptor CB2, JWH-133 juntamente com o antagonista 
seletivo do receptor CB1, AM251 (Figura 10B e D). De fato os 
antagonistas dos receptores CB1 e CB2, aqui testados, não apresentaram  
completa seletividade, pois o tratamento com o antagonista do receptor 
CB1, AM251, reverteu parcialmente o efeito anti-hiperalgésico do 
agonista CB2, JWH-133. Da mesma maneira, o tratamento com o 
antagonista do receptor CB2, AM630, preveniu parcialmente o efeito do 
agonista do receptor CB1, ACEA. 
A falta de seletividade pode ser atribuída tanto aos antagonistas 
quanto aos agonistas dos receptores canabinóides. A fim de evitar erros 
de interpretação, realizamos experimentos adicionais com o emprego de 
oligonucleotídeos antisense (ODN-AS) para ambos os receptores 
canabinóides em camundongos submetidos à LPNC.  A inibição da 
expressão do gene tanto para o receptor CB1 (Figura 11A e 11B) quanto 
para o receptor CB2 (Figura 11C e 11D) bloqueou totalmente o efeito 
anti-hiperalgésico da α,β-amirina em camundongos submetidos à LPNC, 
confirmando assim que ambos os receptores são essenciais para que a 






Figura 10: Seletividade dos antagonistas canabinóides. Para comprovar a seletividade do 
antagonista dos receptores canabinóides, camundongos foram tratados com o antagonista 
do receptor CB1, AM251 (A) ou com o antagonista do receptor CB2, AM630 (B), 24 h 
após a injeção i.pl. de CFA. Trinta minutos após o tratamento com os antagonistas, os 
camundongos que receberam AM251 (CB1) foram tratados com o agonista do receptor 
CB2, JWH-133 e os camundongos que receberam AM630 (CB2) foram tratados com o 
agonista do receptor CB1, ACEA. Os Painéis C e D representam a área sob a curva do 
painéis A e B, respectivamente. Cada ponto representa a média de 5-6 animais e as linhas 
verticais indicam o E.P.M. Os símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do 
grupo CFA e * p <0,05 do grupo tratado com antagonistas  dos receptores canabinóides. 
A análise estatística foi realizada pelo ANOVA de uma via com medidas repetidas, 









Figura 11: Efeito do bloqueio da expressão dos genes dos receptores CB1 e CB2 no efeito 
anti-hiperalgésico da ,-amirina sobre a hiperalgesia mecânica induzida pela LPNC. 
ODN-AS (12,5 µg/5 µl) foi administrado por via intratecal (i.t.) duas vezes por dia (12 h/ 
12 h). O tratamento iniciou 24 h após a LPNC e se estendeu por 3 dias consecutivos. 
Efeito da ,- amirina (30 mg/kg; v.o.) na hipernocicepção mecânica, frente ao gene 
Knockdown para o receptor CB1 (A) e para o receptor CB2 (C). Painéis (B) e (D) 
representam a área sob a curva de (A) e (C) respectivamente. Cada ponto representa a 
média de 5-6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. A análise estatística foi 
realizada por ANOVA de uma via, com medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc de 
Bonferroni. Diferença significativa é definida pelos símbolos e  #p <0,05 do grupo 
tratado com ODN-MS + veículo e submetido à LPNC  e *p <0,05 do grupo tratado com 
ODN-MS + α,β-amirina. B (Limiar de retirada da pata basal). Veic (veículo). ODN-AS 










O ensaio de imuno-histoquímica confirmou a redução da 
expressão da proteína dos receptores CB1 e CB2 no corno dorsal da 
medula espinhal dos animais submetidos ao tratamento com ODN-AS. 
Em comparação ao grupo controle (tratado apenas com ODN-MS) o 
tratamento com ODN-AS diminuiu em 76%  a expressão do receptor 
CB1 e em 97% a expressão do receptor CB2. Curiosamente, o tratamento 
com α,β-amirina impediu o aumento da expressão da proteína do 
receptor CB1 (30%; Figura 12A e anexo I) e do receptor CB2 (80%; 
Figura 12B e anexo I) no corno dorsal da medula espinhal de 




Figura 12: Efeito do tratamento com ODN-AS na expressão da proteína do receptor CB1 
e do receptor CB2 na medula espinhal de camundongos após LPNC. O tratamento com 
ODN-AS (12,5 µg/5 µl) para o receptor CB1 (A) ou para o receptor CB2 (B) reduziu a 
expressão desses receptores na porção lombar da medula espinhal após a LPNC. O 
tratamento com ,-amirina aumentou a expressão da proteína do receptor CB1 e do 
receptor CB2. Cada coluna representa a média de 3-6 animais e as linhas verticais 
indicam E.P.M. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguido pelo 
teste post hoc de Bonferroni. Diferença significativa é definida pelos símbolos #p <0,05 
para o grupo tratado falso operado e  *p <0,05 do grupo tratado com ODN-MS + veículo 
e submetido à LPNC . B (Limiar de retirada da pata basal). Vei (veículo). ODN-AS 




4.5. Efeito da ,-amirina no ensaio de ligação específica para [
3H]-
SR141716A (CB1) e [
3H] CP-55,940 (CB2) 
 A ,-amirina causou deslocamento, concentração dependente, 
da ligação específica para o [
3
H]-SR141716A (receptor CB1) em 
membranas de cérebro de rato e para o [
3
H]-CP-55,940 (receptor CB2) 
em membranas de baço de rato (Figura 13). De maneira interessante, a 
,-amirina apresentou uma afinidade muito maior pelo receptor CB1 do 
que pelo receptor CB2. A mistura racêmica de ,-amirina apresentou 
uma constante de inibição Ki = 0.133 nM [IC50 = 0,55 (0.18-1.64) nM] 
para o receptor CB1 e Ki = 1.989 nM [IC50 = 6,07 (2,63-13,97) µM] para 
o receptor CB2. Estes resultados mostram que a ,-amirina tem cerca 
de 15.000 vezes, ligação prefencial para o receptor CB1 do que para o 
receptor CB2.  
 
 
Figura 13: Efeito da ,-amirina no ensaio de ligação específica do radioligante de 
receptor CB1 [
3
H]-SR141716A (0,5 nM) ou CB2 [
3
H] CP-55,940 (0,8 nM) a partir de 
preparações de membrana de cérebro ou baço de ratos, respectivamente. Os pontos 
representam a média + E.P.M de 4 experimentos independentes em duplicatas. A análise 
estatística foi realizada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de 




4.6. Avaliação dos efeitos psicomiméticos após tratamento oral com 
,-amirina  O tratamento oral com a mistura de isômeros ,-
amirina (30 mg/kg) não foi capaz de causar hipotermia (Figura 14A), 
analgesia basal (Figura 14B), hipolocomotividade (Figura 14C) ou 
catalepsia (Figura 14D), os quais são efeitos comuns de agonistas do 
receptor CB1 sobre o sistema nervoso central. De maneira similar, os 
tratamentos com os agonistas canabinóides do receptor CB1, ACEA ou 
receptor CB2, JWH-133, em doses que foram anti-hiperalgésicas (10 




Figura 14: Efeito do tratamento oral com ,-amirina sobre os testes 
comportamentais na TÉTRADE. A temperatura corporal (A), o teste de retirada da 
cauda (tail-flick) (B), a performance motora (rota-rod) (C)  e a catalepsia (D) foram 
avaliados antes (B, basal) e em determinados tempos (30, 60, 120 e 180 min) após o 
tratamento oral dos camundongos com ,-amirina (30 mg/kg). Cada ponto representa a 
média de 5-6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. A análise estatística foi 





4.7. Expressão do mRNA para os receptores CB1 e CB2 na medula 
espinhal de camundongos após a injeção i.pl. de CFA ou LPNC  
 Neste experimento avaliou-se o papel do tratamento com a ,-
amirina sobre a expressão do mRNA para os receptores CB1 e CB2. Os 
mRNA de ambos os receptores estavam constitutivamente expressos na 
região lombar da medula espinhal. 
 A injeção i.pl. de CFA não alterou significativamente a 
expressão do mRNA dos receptores CB1 e CB2 em 24 horas (Figura 
15A e B) ou 4 dias (Figura 15B e C) após o tratamento. De forma 
interessante, o tratamento com ,-amirina (30 mg/kg, v.o.) resultou em 
um aumento significativo da expressão do mRNA dos receptores CB1 
(Figura 15A) e CB2 (Figura 15B) em animais submetidos a injeção i.pl. 
de CFA.  
Ao contrário dos resultados encontrados no modelo de CFA, os 
camundongos submetidos à LPNC apresentaram um considerável 
aumento da expressão do mRNA de ambos os receptores (Figura 15A e 
B), quando avaliado 4 dias após a LPNC. O tratamento com ,-amirina 
(30 mg/kg, v.o) impediu o aumento da expressão do mRNA para o 
receptor CB2, mas não afetou a super expressão do receptor CB1. 
Quando em ausência de lesão, o tratamento com ,-amirina “per se”, 
causou aumento significativo na expressão de mRNA do receptor CB1 e 
diminuiu a expressão do mRNA do receptor CB2 na região lombar da 
medula espinhal (Figura 15A e B). 
De forma diferente, o tratamento oral com ,-amirina (30 
mg/kg) não alterou os níveis de mRNA dos receptores CB1 e CB2 no 
córtex de animais saudáveis (Figura 15D e 15E, respectivamente), 






Figura 15: Expressão do mRNA para os receptores CB1 e CB2 na medula espinhal e 
no córtex de camundongos. O mRNA foi quantificado na porção lombar da medula 
espinhal para os receptores CB1 (A e C) e CB2 (B e D) 24 h após a injeção i.pl. de CFA 
ou no 4 dia após a LPNC. A expressão do mRNA também  foi avaliada 4 dias após a 
injeção i.pl. de CFA (C e D) e em animais saudáveis tanto na porção lombar da medula 
espinhal (A e B) quanto no córtex (E e F) de camundongos, 6 h após o tratamento oral 
com ,-amirina. O mRNA do GAPDH foi utilizado como controle endógeno para 
normatização. Cada coluna representa a média de 3 animais e as linhas verticais indicam 
E.P.M. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguido pelo teste post 
hoc de Bonferroni. Os símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do grupo naive 
(N) ou falso operado (FO) e * p <0,05 do grupo tratado com veículo (Veic) submetido à 




4.8. ,-amirina inibe a ativação dos fatores de transcrição CREB e 
NF-κB e a expressão  da enzima COX-2 induzidos pela injeção i.pl. 
de CFA ou pela LPNC  
A injeção i.pl. de CFA ocasionou ativação acentuada dos 
fatores de transcrição CREB e NF-kB na pata de camundongos, quando 
avaliado 6 h após a injeção de CFA e na porção lombar da medula 
espinhal, quando avaliado 7 dias após LPNC. Estes eventos foram 
acompanhados pelo aumento da expressão da enzima COX-2 na pata de 
camundongos 24 h após a injeção de CFA e na porção lombar da 
medula espinhal 21 dias após LPNC. Os tempos de avaliação foram 
todos selecionados com base no pico de ativação de cada marcador, os 
quais foram determinados anteriormente em nosso laboratório. Além 
disso, a ativação do CREB e do NF-kB, bem como o aumento da 
expressão da enzima COX-2 foram inibidos significativamente pelo 
tratamento oral com α,β-amirina (30 mg/kg),ambos quando avaliados na 
pata ou na porção lombar da medula espinhal de camundongos 
submetidos à injeção i.pl. de CFA ou à LPNC, respectivamente. As 
inibições observadas foram de 100% para CREB (Figura 16A), 78% 
para NF-kB (Figura 16B) e 28% para a COX-2 (Figura 16C), quando 
avaliados na região da derme da pata posterior de camundongos 
submetidos à injeção i.pl. de CFA. As imagens ilustrativas das 
imunoistoquímicas realizadas nas células da derme das patas de 














Figura 16: Efeito da ,-amirina na ativação dos fatores de transcrição CREB e NF-kB e 
na up-regulação da enzima COX-2 induzida pela injeção de CFA.  O tratamento com 
,-amirina ou veículo foi realizado 1 h antes da injeção de CFA. O ensaio de 
imunoistoquímica foi realizado na pele da pata dos camundongos 6 h após a injeção de 
CFA para CREB (A) e para NF-kB (B) e 24 h após para COX-2 (C). Cada coluna 
representa a média de 3 animais  e as linhas verticais indicam E.P.M. A análise estatística 
foi realizada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.  Os 
símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do grupo PBS e * p <0,05 do grupo 
tratado com veículo (veic) submetido à injeção de CFA.  
 
As inibições observadas  na porção lombar da medula espinhal 
de camundongos submetidos à LPNC foram de 100% para CREB 
(Figura 17A), 100% para NF-kB (Figura 17B) e 100% para a COX-2 
(Figura 17C). As imagens ilustrativas das imunoistoquímicas realizadas 
nas células do corno dorsal da medula espinhal de camundongos, podem 
ser observadas no Anexo 3. 
 
 
Figura 17: Efeito da ,-amirina na ativação dos fatores de transcrição CREB e NF-kB e 
na up-regulação da enzima COX-2 induzida pela LPNC. O tratamento com ,-amirina 
foi realizado 1 h antes da cirurgia. O ensaio de imunoistoquímica foi realizado no corno 
dorsal da região lombar da medula espinhal de camundongos 7 dias após a cirurgia para 
CREB (A) e para NF-kB (B) e 21 dias após para COX-2 (C). Cada coluna representa a 
média de 3 animais  e as linhas verticais indicam E.P.M. A análise estatística foi realizada 
por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.  Os símbolos 
indicam diferença significativa: # p <0,05 do grupo falso operado e * p <0,05 do grupo 




4.9. ,-amirina reduz a produção e liberação de citocinas pró-
inflamatórias e a atividade da mieloperoxidase induzidos pela 
injeção i.pl. de CFA e após a LPNC  
A injeção i.pl. de CFA induziu aumento significativo nos níveis 
de IL-1β, IL-6, KC e na atividade da mieloperoxidase tanto na pata, 
quanto na porção lombar da medula espinhal de camundongos, 6, 6, 3 e 
6 h após a injeção de CFA, respectivamente. Estes tempos foram 
escolhidos com base em experimentos preliminares em função do pico 
para cada um desses alvos. O tratamento com α,β-amirina (30 mg/kg; 
v.o.), administrado 30 min antes da injeção i.pl. de CFA, preveniu 
significativamente o aumento dos níveis dessas citocinas pró-
inflamatórias na pata de camundongos, 65% para a IL-1β (Figura 18A), 
42% para IL-6 (Figura 18B), 58% para KC (Figura 18C) e em 61% 
para a atividade da mieloperoxidase (Figura 18D).  
Além disso, o tratamento oral com a α,β-amirina (30 mg/kg), 
inibiu o aumento dos niveis das citocinas pró-inflamatórias quando 
avaliados na região lombar da medula espinhal, com inibições de 88% 
para a IL-1β (Figura 19A), 60% de IL-6 (Figura 19B), 62% para KC 
(Figura 19C) e em 78% para a atividade da mieloperoxidase (Figura 
19D). 
A fim de verificar o possível envolvimento dos receptores 
canabinóides no efeito antiinflamatório demonstrado pela α,β-amirina, 
os camundongos foram pré-tratados com antagonistas seletivos para o 
receptor CB1 (AM251, 1 mg/kg, i.p.) ou para o receptor CB2 (3 mg/kg, 
i.p.). O tratamento com os antagonistas dos receptores canabinóides foi 
capaz de bloquear o efeito inibitório da α,β-amirina sobre as citocinas 
estudadadas e sobre a atividade da mieloperoxidase, quando avaliados 
tanto na pata (Figura 18A-D) quanto na porção lombar da medula 







Figura 18: Papel dos receptores canabinóides no efeito antiinflamatório da ,-amirina 
na pata de camundongos. O tratamento com os antagonistas dos receptores CB1, AM251 
(1 mg/kg; i.p.) ou CB2, AM630 (3 mg/kg; i.p.) foi realizado 30 min antes do tratamento 
com ,-amirina (30 mg/kg;v.o. Os níveis de IL-1 (A; 6 h após CFA), IL-6 (B; 6 h após 
CFA) e KC (C; 3 h após CFA) e a atividade da mieloperoxidase (D; 6 h após CFA) foram 
avaliados na região subcutânea da pata após a injeção i.pl. de CFA. Cada coluna 
representa a média de 4 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A análise estatística 
foi realizada por ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Bonferroni.  Os 
símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do grupo CFA + veículo (Veic) e * p 












Figura 19: Papel dos receptores canabinóides no efeito antiinflamatório da ,-amirina 
na medula espinhal de camundongos. O tratamento com os antagonistas dos receptores 
CB1, AM251 (1 mg/kg; i.p.) ou CB2, AM630 (3 mg/kg; i.p.) foi realizado 30 min antes do 
tratamento com ,-amirina (30 mg/kg;v.o. Os níveis de IL-1 (A; 6 h após CFA), IL-6 
(B; 6 h após CFA) e KC (C; 3 h após CFA) e a atividade da mieloperoxidase (D; 6 h após 
CFA) foram avaliados na região lombar da medula espinhal de camundongos após a 
injeção i.pl. de CFA. Cada coluna representa a média de 4 animais e as linhas verticais 
indicam E.P.M. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguido pelo 
teste post hoc de Bonferroni.  Os símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do 















O procedimento da LPNC causou aumento significativo dos 
níveis de TNF-α (4 h após a cirurgia), IL-1β (7 dias após a cirurgia), IL-
6 (3 dias após a cirurgia) e KC (6 h após a cirurgia) bem como a 
atividade da mieloperoxidase (4 dias após a cirurgia) na porção lombar 
da medula espinhal, quando comparados com camundongos naïve. Estes 
tempos de avaliação foram escolhidos com base em experimentos 
preliminares (curva tempo-resposta). O tratamento dos camundongos 
com α,β-amirina (30 mg/kg, v.o.), 1 h antes da cirurgia, bloqueou 
significantemente a produção/liberação dessas citocinas e impediu o 
aumento na atividade da mieloperoxidase, com inibições de 75% para o 
TNF- α (Figura 20A), 60% de IL-1β (Figura 20B), 64% de IL-6 
(Figura 20C), 33% para KC (Figura 20D) e 65% para a atividade da 











Figura 20: Efeito da ,-amirina na produção/liberação de citocinas pró-inflamatórias e 
atividade da mieloperoxidase induzidas pela LPNC. O tratamento com ,-amirina (30 
mg/kg;v.o.) foi realizado 1 h antes da LPNC. Os níveis de TNF- (A; 4 h após a LPNC), 
IL-1 (B; 7 dias após LPNC), IL-6 (C; 3 dias após LPNC) e KC (D; 6 h após LPNC) 
foram acessados na região lombar da medula espinhal de camundongos após LPNC. A 
atividade da mieloperoxidase foi acessada na porção lombar da medula espinhal, 4 dias 
após LPNC (E). Cada coluna representa a média de 4-5 animais e as linhas verticais 
indicam E.P.M. A análise estatística foi realizada por ANOVA de uma via seguido pelo 
teste post hoc de Bonferroni.  Os símbolos indicam diferença significativa: # p <0,05 do 








Os produtos naturais, incluindo as plantas superiores, 
microrganismos (fungos e bactérias) toxinas animais, entre outros, vêm 
sendo empregadas desde os tempos mais remotos para o 
desenvolvimento de medicamentos. São inúmeros os exemplos de 
medicamentos desenvolvidos totalmente, ou parcialmente a partir de 
produtos naturais, os quais foram registrados pelas agências regulatórias 
em todo o mundo para o tratamento das mais diversas doenças. Até o 
início da década de 50, grande parte dos medicamentos existentes eram 
praticamente derivados de produtos naturais. Com a descoberta da 
química sintética, esse quadro foi lentamente modificado, mas mesmo 
atualmente os produtos naturais ainda desempenham papel relevante no 
arsenal terapêutico (Zoreba, 2009). Outra contribuição importante dos 
produtos naturais, notadamente as toxinas, ocorreu nos avanços 
iniciados a partir da década de 70, do século XX, onde graças aos 
produtos naturais, foi possível entender, as vias de sinalização 
complexas que regulam a comunicação celular. Graças a esses novos 
conhecimentos gerados, foi possível desenvolver novos medicamentos 
mais seletivos para atuarem como ligantes de receptores acoplados a 
proteína G, inibidores de enzimas, bloquadores de canais iônicos e 
mesmo aqueles que interferem com a sinalização celular e com 
receptores intracelulares (Carlsson et al., 2010). Certamente, a 
terapêutica moderna não seria a mesma, caso não pudéssemos utilizar os 
recursos naturais. 
O presente estudo procurou investigar as propriedades anti-
hiperalgésicas e antiinflamatórias, de uma das classes mais relevantes de 
princípios ativos existentes em várias plantas, os chamados triterpenos 
pentaclíclicos. Além disso, o trabalho procurou avançar no que diz 
respeito aos mecanismos envolvidos nas ações anti-hiperalgésicas e 
antiinflamatórias do triterpeno pentacíclico ,-amirina, composto que, 
embora já tenha sido bem estudado do ponto de vista da farmacologia 
pré-clínica, seus mecanismos de ação ainda permanecem por serem 
esclarecidos. 
Tal estudo se justifica, considerando que as opções terapêuticas 
disponíveis atualmente para o alívio da dor crônica têm sido apenas 
parcialmente efetivas na maioria dos pacientes, associado ao fato de que 
uso desses medicamentos é comumente associado a severos efeitos 
adversos (Mendell and Sahenk, 2003).  Assim, a descoberta de novas 




aspecto altamente desejável e de enorme importância para a utilização 
clínica. 
      Como já comentado, os compostos triterpenos pentacíclicos são 
encontrados em diferentes espécies vegetais, dentre elas as espécies do 
gênero Protium. Inúmeros trabalhos atribuem a esses compostos, 
incluindo a betulina, ácido ursólico, ácido oleanólico, e para a mistura 
de isômeros α,β-amirina  várias atividades biológicas (Otuki et al., 2005; 
Gao et al., 2007; Medeiros et al., 2007; Freitas et al., 2009; Cho et al., 
2010). Devido à similaridade estrutural entre os triterpenos pentacíclicos 
com compostos esteroidais, destaca-se uma atividade biológica comum 
entre eles, a ação antiinflamatória (Aguirre et al., 2006; Medeiros et al., 
2007; Vitor et al., 2009; Saaby et al., 2010; Cho et al., 2010; Liu et al., 
2010).  O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que o 
tratamento oral agudo ou repetido (durante 5 dias) com os compostos 
triterpenos pentacíclicos, betulina, ácido ursólico e ácido oleanólico 
resultou em um efeito anti-hiperalgésico significativo e prolongado, 
quando avaliados frente à hiperalgesia mecânica, em modelos de dor 
persistente de origem inflamatória induzida pela injeção i.pl. de CFA e 
ou de origem neuropática induzida pela LPNC em camundongos. 
Apesar dos triterpenos pentacíclicos betulina, ácido ursólico e ácido 
oleanólico apresentarem um esqueleto de carbonos pentacíclico comum, 
uma pequena diferença estrutural pode estar influenciando nas 
diferenças observadas para a latência encontrada no efeito anti-
hiperalgésico desses compostos. Essa diferença estrutural consiste na 
localização do grupo metila que, no ácido oleanólico está localizado no 
carbono-20 e no ácido ursólico no carbono-19 (Saaby et al., 2010).  Essa 
mudança, apesar de aparentemente ser pequena, pode ser suficiente para 
ocasionar uma alteração na atividade biológica demonstrada por estes 
compostos, se levado em conta a forma espacial da molécula, onde e 
como, a molécula irá ligar-se aos seus alvos. 
Atualmente está bem estabelecido, que tanto o processo de 
desenvolvimento, quanto a manutenção da dor persistente de origem 
inflamatória ou neuropática, está relacionados com a ativação de 
diversos tipos celulares e, consequentemente, com a liberação de 
mediadores inflamatórios e/ou nociceptivos tais como: serotonina, 
histamina, e ativação de fatores de transcrição que resulta na 
produção/liberação de citocinas como TNF- e IL-1, dentre outras. 
Diante disso, a ação anti-hiperalgésica demonstrada por estes triterpenos 
pentacíclicos pode ser explicada, em parte, como sendo decorrente das 
suas atividades antiinflamatórias, ao inibir a ativação do fator de 
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transcrição NF-kB em cultura de macrófagos da linhagem murina (Wu 
et al., 2004, Huang et al., 2009) e por prevenir a fosforilação de IkkB, 
em cultura de células leucêmicas (Shisho et al., 2003).  
A farmacologia dos receptores canabinóides teve início na 





-THC) da planta Cannabis sativa (Mechoulam et 
al., 1967). A descoberta do ∆
9
-THC contribuiu para a descoberta do 
primeiro receptor canabinóide, denominado CB1, em 1988 por Devane e 
colaboradores, que foi clonado posteriormente por Matsuda et al. 
(1990). Um segundo receptor canabinóide, o CB2, com 44% de 
homologia com o CB1, foi identificado e clonado em 1993 (Munro et al., 
1993). Apesar da semelhança existente entre os receptores, eles podem 
ser diferenciados de acordo com sua sequência de aminoácidos, seus 
mecanismos de sinalização e distribuição no organismo. Tanto o 
receptor CB1 quanto o CB2 são acoplados à proteína Gi/0 e sua ativação 
resulta na inibição da adenilato ciclase e na estimulação das vias das 
MAP quinases. Ademais, possuem localizações distintas no sistema 
nervoso central resultando em ações distintas. O receptor CB1 é 
encontrado em grande quantidade em áreas relacionadas ao controle do 
movimento, aprendizado e memória, percepção sensorial, recompensa, 
funções hormonais e temperatura corporal (Howlett et al., 2004). Além 
disso, os receptores canabinóides estão expressos em áreas responsáveis 
pelo processamento da dor, tais como tálamo, amígdala, substância 
periaquedutal (PAG), medula espinhal e neurônios periféricos 
(Farquhar-Smith et al., 2000). Na medula espinhal, o receptor CB1 é 
encontrado em grande quantidade no corno dorsal, estando presente 
predominantemente nos axônios dos interneurônios nas lâminas I, II, III 
e X, sugerindo uma ação pré-sináptica consistente com a modulação da 
liberação de neurotransmissores quando ativado pelos seus agonistas. A 
expressão do receptor CB1 na medula espinhal e no gânglio da raiz 
dorsal possui funções modulatórias nos terminais periféricos 
nociceptivos, através da inibição da liberação de neurotransmissores 
(glutamato, noradrenalina, dopamina e acetilcolina) e também por inibir 
a despolarização dos neurônios (Hohmann e Herkenham, 1999a; 1999b).  
Por muito tempo, o receptor CB2 foi considerado um receptor 
periférico por estar presente em grande densidade em células envolvidas 
com a resposta imune e inflamatória. Este receptor foi inicialmente 
descoberto em macrófagos presentes no baço e, em seguida, encontrado 
em grande densidade em amígdalas de humanos (Galiègue et al., 1995). 
Atualmente, sabe-se que o receptor CB2 está presente em vários tipos 




e microglia (Galiègue et al., 1995; Cabral et al., 2008). A ativação do 
receptor CB2 nas células do sistema imune interfere na liberação de 
mediadores inflamatórios e interfere na migração e recrutamento dessas 
células para o sítio onde tenha ocorrido uma lesão (Luongo et al., 2010; 
Murikinati et al., 2010). Estudos recentes demonstraram a presença do 
receptor CB2 em diversas áreas do SNC, tais como tronco cerebral, 
córtex, hipotálamo, hipocampo, medula espinhal e gânglio da raiz dorsal 
(Wotherspoon et al., 2005; Onaivi et al., 2006). No entanto, a densidade 
do receptor CB2 nestas áreas  é menor quando comparada ao receptor 
CB1. Em situações patológicas têm sido detectado um aumento na 
expressão do receptor CB2 em células que já o expressam naturalmente 
ou em células que são recrutadas para o local da lesão. A microglia está 
entre as células que são recrutadas e que expressa grande quantidade de 
receptores CB2 (Fernández-Ruiz et al., 2007). Sendo ela uma célula de 
defesa do SNC, muito semelhante a um macrófago, em situações de 
estresse é recrutada para o local da possível lesão onde libera diferentes 
fatores, tais como óxido nítrico, citocinas pró-inflamatórias e espécies 
reativas de oxigênio (Fernández-Ruiz et al., 2007), que contribuem para 
a excitabilidade sináptica. Evidencias sugerem que o aumento na 
expressão do receptor CB2 também contribui para o controle da 
inflamação, por diminuir a quantidade de mediadores inflamatórios 
liberados com o intuito de manter a homeostase celular e por reduzir os 
danos associados aos processos de excitotoxicidade (Wotherspoon et al., 
2005; Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006; Jhaveri et al., 2008).  
Já está bem estabelecido atualmente que o sistema canabinóide 
está envolvido na regulação dos processos nociceptivos e, devido a isto, 
grande interesse tem sido dado às pesquisas para a utilização dos 
canabinóides para o tratamento de diferentes tipos de dor. Muitos 
estudos pré-clínicos demonstraram que a ação dos canabinóides é muito 
parecida com o efeito antinociceptivo dos opióides e, devido a isto, 
sugerem a utilização dos agonistas canabinóides juntamente com outras 
substâncias analgésicas para possibilitar a administração de doses 
menores e evitar o aparecimento de efeitos colaterais (Fox et al., 2001).  
Neste contexto, os resultados do presente estudo, demonstram a 
relevância do sistema canabinóide no controle da dor inflamatória, uma 
vez que o tratamento dos animais com os agonistas canabinóides ACEA 
(receptor CB1) e JWH-133 (receptor CB2), inibiu significativamente a 
hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA. De maneira 
interessante, o tratamento oral com a mistura de isômeros ,-amirina 
apresentou um efeito anti-hiperalgésico bastante similar quando 
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comparado ao tratamento i.p. realizado com os agonistas dos receptores 
CB1 (ACEA) e CB2 (JWH-133). Além disso, o pré-tratamento com os 
antagonistas seletivos dos receptores CB1 (AM251) ou CB2 (AM630) 
foi efetivo em prevenir tanto a hiperalgesia como a produção/liberação 
de citocinas pró-inflamatórias induzidas pela injeção i.pl. de CFA, 
demonstrando dessa maneira que o efeito antinocicetivo da ,-amirina 
contra a dor e a inflamação para estar estreitamente relacionado com o 
sistema canabinóide. Além disso, estes resultados estão de acordo com 
aqueles descritos na literatura, que demonstraram que a ativação dos 
receptores CB1 e CB2 é capaz de reduzir a hiperalgesia observada em 
diferentes modelos de dor persistente (Fox et al., 2001; Pertwee et al., 
2001; Lim et al., 2003; Quartilho et al., 2003; Meng et al., 2008). 
É importante ressaltar que a lesão causada pela injeção i.pl. de 
CFA ou pelo procedimento de LPNC acarreta em profundas alterações 
nas lâminas superficiais (I e II) e profundas (V e VI) de neurônios do 
corno dorsal, os quais são sensíveis a estímulos nocivos (Woolf & 
Mannion, 1999; Costigan, 2009; Woolf, 2010a). Entretanto, estudos que 
compararam estes dois modelos de dor persistente revelaram que eles 
induzem diferentes alterações na medula espinhal. Um exemplo desta 
diferença é a super expressão de receptores CB2 na medula espinhal de 
camundongos submetidos à LPNC, evento este que não ocorre em 
animais com injeção i.pl. de CFA (Zhang et al., 2003).  
O presente estudo demonstrou que tanto o tratamento com o 
antagonista do receptor CB1, quanto do receptor CB2, apresentou 
semelhante inibição do efeito anti-hiperalgésico apresentado pela 
mistura de isômeros ,-amirina quando avaliado no modelo de 
hiperalgesia mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA ou pelo 
procedimento de LPNC. 
Um das dificuldades em trabalhar com antagonistas de 
receptores canabinóides é a seletividade limitada dos antagonistas para 
cada receptor exixtentes. Levando em consideração a possível falta de 
seletividade dos antagonistas dos receptores CB1 e CB2, foi realizada 
uma nova série de experimentos onde os animais foram tratados por via 
intratecal com oligonucleotídeo antisense para cada um dos receptores, a 
fim de diminuir a expressão dos mesmos. Os resultados demonstraram 
que o tratamento com ODN-AS, tanto para os receptores CB1, quanto 
para os receptores CB2, foi eficaz em prevenir o efeito anti-hiperalgésico 
da ,-amirina, resultados que foram bastante semelhantes aos obtidos 
com o tratamento com o uso dos antagonistas desses receptores. Dessa 




deixar dúvida de que as ações anti-hiperalgésicas da mistura de isômeros 
,-amirina dependem da interação com o sistema canabinóide. 
No entanto, os efeitos da ,-amirina sobre o sistema 
canabinóide poderia decorrer de uma ação direta sobre os receptores 
(CB1 e CB2), ou na prevenção da degradação dos endocanabinóides ou a 
outro mecanismo indireto, o qual promoveria a ativação do sistema 
endocanabinóide. Para responder essa questão realizou-se um ensaio in 
vitro de ligação específica, para determinar se a ,-amirina poderia 
interagir diretamente com o receptor CB1, com o receptor CB2, ou com 
ambos. De maneira interessante, a ,-amirina inibiu de forma potente a 
ligação específica do radioligante do receptor CB1 e em menor 
intensidade a ligação específica do radioligante do receptor CB2. O 
cálculo do Ki revelou que a ,-amirina possui afinidade 15.000 vezes 
maior para o receptor CB1 do que para o receptor CB2. Este dado sugere 
que ,-amirina exerce suas ações anti-hiperalgésicas principalmente 
por ligar-se aos receptores CB1, embora em situações patológicas, onde 
há um aumento na expressão de receptores CB2, é provável que a ,-
amirina reduza a inflamação e hiperalgesia por atuar também sobre estes 
receptores. Como não foi avaliado a ação da ,-amirina sobre as 
enzimas responsáveis pela degradação do endocanabinoides, não pode 
ser totalmente descartada uma ação desse composto nestas enzimas. 
Como já comentado, os receptores CB1 estão 
predominantemente expressos em neurônios (Tsou et al., 1998; Maresz 
et al., 2007; Ahluwalia et al., 2000) e respondem diretamente pelas 
mudanças neuronais. A ativação dos receptores CB1 por agonistas 
seletivos reduz ambas a dor neuropática e inflamatória (Matsuda et al., 
1990; Bridge et al., 2001; Fox et al., 2001). Entretanto, devido à grande 
expressão do receptor CB1 em áreas específicas do cérebro, há o 
aparecimento de efeitos sobre o SNC após o uso de alguns derivados 





como redução do movimento, hipotermia, estimulação do apetite e 
catalepsia (Iversen, 2003), o que limita o uso terapêutico dos agonistas 
deste receptor. Nossos resultados demonstram que o tratamento oral 
com ,-amirina, na dose que causa efeitos anti-hiperalgésicos não 
causou nenhum distúrbio psicoativo, não alterando o desempenho 
locomotor, a temperatura corporal, a sensibilidade ou alterações no teste 
de catalepsia, sugerindo que a ,-amirina exerce suas ações 
principalmente por atuar em alvos de sítios periféricos. 
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Além disso, estudos revelam que os receptores CB1 localizados 
no sistema nervoso periférico também são cruciais no controle da dor, 
independentemente da sua ativação no SNC (Agarwal et al., 2007; 
Amaya et al., 2006). De fato, há estudos que relatam a expressão do 
receptor CB1 em neurônios aferentes primários (Sanudo-Pena et al., 
1999; Ahluwalia et al., 2000, 2002; Bridges et al., 2003) e ainda 
demonstram sua fundamental importância na mediação de mecanismos 
inibitórios em neurônios periféricos para a produção da analgesia 
mediada pelos canabinóides (Agarwal et al., 2007). Enfatizando essa 
importância, Yesilyurt e colaboradores relataram que a administração 
periférica de agonistas seletivos do receptor CB1, aumenta o efeito 
antinociceptivo tópico demonstrado pela morfina (Yesilyurt et al., 
2003). De encontro com esses dados, o tratamento local (pata) com a 
,-amirina (30 µg/pata) reduziu significativamente a hiperalgesia 
mecânica induzida pela injeção i.pl. de CFA, sugerindo que a ativação 
dos receptores CB1 periféricos pela ,-amirina pode ser importante 
para explicar seu efeito antinocicetivo. É importante destacar também 
que camundongos tratados cronicamente com ,-amirina não foram 
susceptíveis à tolerância, reforçando a ausência de efeitos sobre o 
sistema nervoso central. 
Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que a 
administração da ,-amirina diretamente no SNC, pela injeção 
intratecal ou intracerebroventricular, produziu inibição significativa em 
ambas as fases, neurogênica e inflamatória da nocicepção induzida pela 
injeção i.pl. de formalina, bem como a nocicepção neurogênica induzida 
pela injeção i.pl. de capsaicina (Otuki et al., 2005). Neste mesmo estudo, 
os autores também demonstraram que o tratamento sistêmico com ,-
amirina não causou alterações na atividade locomotora dos animais. 
Além disso, o tratamento oral com a ,-amirina não causou 
modulação da expressão do mRNA para os receptores canabinóides no 
córtex cerebral de camundongos. Esta conclusão baseia-se no fato de 
que o mesmo tratamento alterou os níveis de mRNA para os receptores 
CB1 e CB2  na medula espinhal, sugerindo que, embora o composto 
module a expressão dos receptores canabinóides no sistema nervoso 
central, mais especificamente na medula espinhal, este efeito não é 
estendido ao cérebro. As alterações causadas pelo tratamento com ,-
amirina sobre a expressão do mRNA dos receptores canabinóides na 
medula espinhal pode ser devido a um efeito indireto do composto em 
reduzir a ativação neuronal periférica. Estes resultados em conjunto, 




preferencialmente sobre alvos periféricos. Entretanto, experimentos de 
farmacocinética são ainda necessários para melhor entender a 
distribuição da ,-amirina após sua administração sistêmica e a sua 
habilidade em atravessar a barreira hematoencefálica. 
Os resultados do presente estudo também sugerem que as ações 
antinociceptivas da ,-amirina podem estar intimamente relacionadas 
com suas propriedades antiinflamatórias. De fato, embora a ,-amirina 
apresente uma menor afinidade pelo receptor CB2 do que pelo receptor 
CB1, os resultados encontrados sugerem que durante processos 
inflamatórios crônicos, onde há aumento na expressão do receptor CB2, 
a ,-amirina parece exercer seus efeitos por ligar-se também a este 
receptor (CB2). A ativação direta dos receptores CB2 é conhecida por 
reduzir a liberação de citocinas, fatores de crescimento e fatores de 
transcrição e assim, reduzir a progressão da inflamação (Gertsch, 2008). 
Os resultados do presente estudo mostram que, o tratamento oral com a 
,-amirina diminuiu de maneira significativa a produção/liberação de 
citocinas/quimiocinas como TNF-α, IL-1β, IL-6, KC, bem como a 
atividade da enzima mieloperoxidase (indicador indireto da migração de 
neutrofilos para o sitio da inflamação), quando avaliados nos dois 
modelos de dor persistente investigados. É importante ressaltar que este 
efeito parece estar relacionado com a ativação do sistema canabinóide, 
uma vez que, o tratamento prévio com os antagonistas canabinóides 
bloqueou de maneira marcante  o efeito antiinflamatório da ,-amirina. 
Diante disto, pode-se afirmar que os efeitos observados no 
presente estudo para a ,-amirina podem não depender exclusivamente 
da ativação dos receptores canabinóides. Estudos anteriores corroboram 
esta idéia, quando demonstraram que a ,-amirina foi efetiva em inibir 
a PKC, PKA, MAPK, bem como a expressão da COX-2 e a ativação de 
fatores de transcrição como o NF-kB e CREB (Medeiros et al., 2007; 
Otuki et al., 2005a). Além disso, a ,-amirina também foi efetiva em 
inibir  a nocicepção induzida por capsaicina, glutamato e bradicinina, 
sem alterar contudo, a ligação específica destes compostos com os seus 
receptores (Otuki et al., 2005). Corroborando esses dados citados acima, 
o presente trabalho demonstra que a ação anti-hiperalgésica da α,β-
amirina também está associada à redução da ativação dos fatores de 
transcrição incluindo o NF-kB e CREB e, consequentemente, com 
redução da expressão da enzima COX-2 tanto em tecido periférico 
(células da derme da pata) quanto na medula espinhal de camundongos. 
Pode-se ainda atribuir à inibição dos fatores de transcrição  NF-kB e 
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CREB a redução na produção de citocinas evidenciada no tratamento 
com a α,β-amirina. 
Está atualmente bem demonstrado que a fosforilação da 
subunidade p65 do fator de transcrição NF-kB, e sua translocação do 
citoplasma para o núcleo promove a transcrição gênica da enzima  
COX-2 e de diversas citocinas pró-inflamatórias (Kim et al., 1998; 
Ghosh & Karin, 2002). Ademais, a ativação do fator de transcrição 
CREB também pode resultar na transcrição da COX-2 (Schroer et al., 
2002), além de fatores de crescimento e outros mediadores inflamatórios 
(Pham et al., 2008; Zhao et al., 2007). Diante disto, os resultados do 
presente estudo sugerem que a inibição da ativação dos fatores de 
transcrição NF-kB e CREB contribuem de maneira importante para o 
efeito anti-hiperalgésico duradouro apresentado pela α,β-amirina, tanto 
quando avaliado no modelo de dor inflamatória, quanto no modelo de 
dor neuropática, uma vez que a maioria dos mediadores inflamatórios 
modulados por estes fatores transcricionais são responsáveis pelo 
desenvolvimento e manutenção desses dois tipos de dor persistente. 
 Há diversas evidências na literatura indicando que o sistema 
endocanabinóide inibe os níveis da citocina TNF- via interação com o 
receptor CB2 (Rajesh et al., 2008; Mechoulam and Shahami, 2007). 
Sabe-se que a citocina TNF- deflagra a ativação das vias de sinalização 
das vias mediadas pelas MAPK ERK, p38, JNK e Akt (proteína quinase 
serina/treonina) e que a inibição dessa citocina pelo tratamento com 
agonistas seletivos dos receptores CB2, como o JWH-133 e o HU-308, 
podem modular diversos processos inflamatórios desencadeados por 
esta citocina (Bátkai et al., 2007; Rajesh et al., 2007). De acordo com 
estas evidências, a alta eficiência demonstrada pela  α,β-amirina em 
interferir com a progressão do estado inflamatório da lesão em modelos 
de dor persistente pode ser devido à sua habilidade em aumentar a 
atividade funcional do sistema canabinóide. 
Em resumo, os resultados aqui apresentados demonstram, pela 
primeira vez, a pronunciada atividade anti-hiperalgésica e 
antiinflamatória dos triterpenos pentacíclicos betulina, ácido ursólico e 
ácido oleanólico, bem como para a mistura de isômeros α,β-amirina, em 
modelos de dor persistente do tipo inflamatória e neuropática. Além 
disso, corroboram para explicar  os mecanismos acerca das ações anti-
hiperalgésicas e antiinflamatórias da mistura de isômeros  α,β-amirina, a 
estreita relação deste composto com o sistema canabinóide, além da 
inibição de vias transducionais e da inibição de citocinas. Fatores de 




Como demonstrado anteriormente, a mistura de isômeros α,β-
amirina é bastante  segura para animais, quando avaliada sua potencial 
toxicidade (Vitor et al., 2009). Levando em consideração que a 
disponibilidade de medicamentos eficazes e seguros ao tratamento da 
dor persistente, especialmente dor neuropática e inflamatória, ainda é 
escassa, o presente trabalho apresenta-se de grande relevância clínica e 
pode contribuir para a investigação da mistura racêmica α,β-amirina em 




































 Analisados em conjunto, os resultados obtidos no presente 
estudo demonstram que os compostos triterpenos pentaciclicos, 
especialmente a ,-amirina, possuem marcada atividade 
antinociceptiva quando administrados por via sistêmica e avaliados em 
modelos de dor persistente de origem inflamatória e neuropática. As 
ações da ,-amirina decorrem da sua capacidade de interagir 
preferenciamente com os receptores canabinóides CB1 e, em menor 
grau, com os receptores CB2. Além disso, a marcada ação 
antiinflamatória relatada para a α,β-amirina, por inibir a fatores de 
transcrição nucleares como o  NF-kB e CREB, com consequente 
inibição da COX-2 e citocinas pro-inflamatórias, certamente 
contruibuem para explicar suas acões antinociceptivas. Assim, pode se 
classificar a ,-amirina como sendo um fitocabinoide com grande 
afinidade para os receptores CB1, mas destituido de efeito estimulante 
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Anexo I: Imagens representativas da imunoistoquímica realizadas em células do corno 
dorsal da medula espinhal para os receptores CB1 e CB2, após o tratamento com ODN-AS 









Anexo II: Imagens representativas da imunoistoquímica realizada na derme da pata de 










































Anexo III: Imagens representativas da imunoistoquímica realizada em células do corno 
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